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Izhodišče: Višje koncentracije reaktivnih kisikovih zvrsti so lahko vzrok za moško neplodnost. 
Astaksantin z močnim antioksidativnim delovanjem ima potencialno koristne učinke za 
preprečevanje in zdravljenje različnih bolezni. Njegov vpliv na kakovost semenčic pri 
neplodnih moških s slabo kakovostjo semena, vključno z oligoastenozoospermijo s 
teratozoospermijo (OA ± T) ali brez nje, doslej še ni bil raziskovan. Naš cilj je bil zato preučiti 
vpliv peroralnega jemanja astaksantina z vitaminom E na kakovost semena. 
Metode: V prospektivno, randomizirano, dvojno slepo klinično raziskavo smo vključili             
80 moških, pri katerih je bila diagnosticirana OA ± T. Ti so jemali bodisi 16 mg astaksantina s     
40 mg vitamina E ali placebo. Ob vstopu v raziskavo in po treh mesecih jemanja omenjenega 
pripravka ali placeba smo pri vseh določili: parametre spermiograma, mitohondrijski 
membranski potencial semenčic, fragmentacijo deoksiribonukleinske kisline (DNK) semenčic 
in raven folikle stimulirajočega hormona (FSH) v serumskih vzorcih.  
Rezultati: Analiza rezultatov 72 preiskovancev, ki so končali raziskavo (37 v študijski in 35 v 
kontrolni skupini) ni pokazala statistično pomembnih razlik. V študijski skupini, v primerjavi s 
kontrolno, ni bilo statistično značilnih sprememb v: koncentraciji semenčic (7,0 ± 5,6 vs. 9,2 ± 
7,9 milijonov/ml; p = 0,100), skupnem številu semenčic (24,6 ± 28,6 vs. 31,7 ±                             
33,4 milijonov/ejakulat; p = 0,186), skupni gibljivosti semenčic (32,3 ± 14,0 vs. 37,9 ± 14,7 %; 
p = 0,172), morfologiji semenčic (1,8 ± 2,1 vs. 1,6 ± 1,4 %; p = 0,471), mitohondrijskem 
membranskem potencialu semenčic (27,5 ± 18,5 vs. 26,3 ± 18,5 %; p = 0,375), fragmentaciji 
DNK (50,5 ± 23,9 vs. 51,2 ± 17,9 %; p = 0,958) in serumskih ravneh FSH (9,7 ± 7,8 vs. 10,0 ± 
8,3 IU/ml; p = 0,200). V kontrolni skupini pa smo, v primerjavi s študijsko, opazili statistično 
pomembne spremembe v koncentraciji semenčic (5,7 ± 5,9 vs. 10,2 ± 15,7 milijonov/ml;                   
p = 0,024) in skupnem številu semenčic (16,0 ± 21,1 vs. 38,4 ± 69,2 milijonov/ejakulat;                    
p = 0,002).  
Zaključki: Peroralno jemanje astaksantina skupaj z vitaminom E ni vplivalo na nobenega od 
raziskovanih parametrov kakovosti semena pri pacientih z OA ± T. 
  




Background: Higher concentrations of seminal reactive oxygen species may be related to male 
infertility. Astaxanthin with high antioxidant activity can have an impact on the prevention and 
treatment of various health conditions. However, efficacy studies on astaxanthin in patients 
with oligo-asthenozoospermia with or without teratozoospermia (OA ± T) have not yet been 
reported. Our aim was to evaluate the effect of the oral intake of astaxanthin with vitamin E on 
semen parameters.  
Methods: In a randomized double-blind trial, 80 men with OA ± T were allocated to 
intervention with 16 mg astaxanthin with 40 mg vitamin E orally daily or placebo. At baseline 
and after three months, basic semen parameters, mitochondrial membrane potential, sperm 
deoxyribonucleic acid (DNA) fragmentation and serum follicle-stimulating hormone (FSH) 
value were measured. 
Results: Analysis of the results of 72 patients completing the study (37 in the study group,        
35 in the control group) did not show any statistically significant change, in astaxanthin with 
vitamin E group no improvements in concentration of spermatozoa (7.0 ± 5.6 vs. 9.2 ±               
7.9 million/ml; p = 0.100), total number of spermatozoa (24.6 ± 28.6 vs. 31.7 ±                                 
33.4 million/ejaculate; p = 0.186), total motility of spermatozoa (32.3 ± 14.0 vs. 37.9 ± 14.7 %; 
p = 0.172), morphology of spermatozoa (1.8 ± 2.1 vs. 1.6 ± 1.4 %; p = 0.471), mitochondrial 
membrane potential of spermatozoa (27.5 ± 18.5 vs. 26.3 ± 18.5 %; p = 0.375), DNA 
fragmentation (50.5 ± 23.9 vs. 51.2 ± 17.9 %; p = 0.958) or serum FSH (9.7 ± 7.8 vs. 10.0 ± 
8.3 IU/ml; p = 0.200) were determined. In the control group, statistically significant changes in 
the total number (16.0 ± 21.1 vs. 38.4 ± 69.2 million/ejaculate; p = 0.002) and concentration of 
spermatozoa (5.7 ± 5.9 vs. 10.2 ± 15.7 million/ml; p = 0.024) were determined.  
Conclusions: The oral therapy of astaxanthin with vitamin E did not affect any studied semen 
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C SEZNAM OKRAJŠAV 
 




dejavnik (faktor) azoospermije (angl. azoospermia factor) 
BAT rjavo maščevje (angl. brown adipose tissue) 
CoQ10  koencim Q10 
CRP  C-reaktivni protein 
DHA   dokozaheksaenojska kislina 
DiOC6(3) 3,3’– diheksiloksakarbocianin jodid 
DNA deoksiribonukleinska kislina (DNK) (angl. deoxyribonucleic acid) 
DFI 
dUTP 
indeks fragmentacije DNA (angl. DNA fragmentation index)  
deoksiuridin trifosfat (angl. 2´-deoxyuridine, 5´-triphosphate) 
EPA  eikozapentaenojska kislina 
FISH fluorescenčna hibridizacija in situ (angl. fluorescence in situ 
hybridization)  
FSH  folikle stimulirajoči hormon 
GnRH gonadotropin sproščajoči hormon – gonadoliberin (angl. 
gonadotropin releasing hormone, gonadoliberin)  
ICSI postopek zunajtelesne oploditve z neposrednim vnosom semenčice v 
citoplazmo jajčne celice (angl. intracytoplasmic sperm injection)  
iOAT  idiopatska oligoastenoteratozoospermija  
ITM indeks telesne mase 
IVF  postopek zunajtelesne oploditve (angl. in vitro fertilization) 
LH  luteinizirajoči hormon 
KS kontrolna skupina 
MDA  malondialdehid 
MMP mitohondrijski membranski potencial 
OAT oligoastenoteratozoospermija 
OBMP oploditev z biomedicinsko pomočjo 
PI propidijev jodid (angl. propidium iodide)  
PTX  pentoksifilin (angl. pentoxifylline) 
ROS reaktivne kisikove zvrsti (angl. reactive oxygen species) 




SCSA  določitev enoverižnih (denaturiranih) in dvoverižnih molekul DNK z 
akridinoranžnim, z metodo pregleda kromatinske strukture semenčic 
(angl. sperm chromatin structure assay) 
Se   selen 
SOD superoksid dismutaza 
SZO Svetovna zdravstvena organizacija 
ŠS  študijska skupina 
T testosteron 
TAK celotna antioksidativna kapaciteta 
TNF tumorje nekrotizirajoči dejavnik 
TUNEL označevanje fragmentirane DNK s terminalno deoksinukleotidil 
transferazo in označenim dUTP (angl. TdT (terminal 
deoxyribonucleotidyl transferase) - mediated dUTP nick-end 
labeling) 
UV ultravijolična svetloba 
Zn  cink 
 
  




Neplodnost je pomembna javnozdravstvena težava, ki prizadene od 50 do 80 milijonov ljudi na 
svetu (1, 2). Po merilih Svetovne zdravstvene organizacije (SZO) je neplodnost opredeljena kot 
nezmožnost spontane zanositve po enem letu ali več rednih nezaščitenih spolnih odnosov (1). 
V povprečju se 9 % parov spopada z neplodnostjo, v razvitih deželah pa ta delež sega vse do 
16,7 % (3). V zadnjih desetih letih ostaja prevalenca neplodnosti nespremenjena (4). Pri          
50–60 % neplodnih parov je vzrok za neplodnost pri moškem, in sicer je pri 30 % parov ta 
prisotna samo pri moškem, pri 20–30 % parov pa pri moškem in ženski hkrati (5).  
 
1.1 Moška neplodnost 
O moški neplodnosti govorimo, kadar je vzrok zanjo slabša kakovost partnerjevega semena. Ta 
je lahko prirojena ali pridobljena. Prirojeno neplodnost povzročijo genetske nepravilnosti 
zarodka in vplivi okolja v času razvoja gonad. Pridobljena neplodnost pa je posledica škodljivih 
vplivov okolja (npr. bolezni, strupov itd.) po rojstvu. Včasih so prirojeni in pridobljeni vzroki 
tako prepleteni, da jih težko opredelimo (6). Vzroke za neplodnost lahko razdelimo tudi 
drugače, in sicer na: a) pretestikularne, ki ustvarjajo suboptimalno hormonsko okolje za 
optimalen razvoj semenčic; b) testikularne, ki vodijo v pomembno okvaro celic in njihove 
deoksiribonukleinske kisline (DNK, angl. deoxyribonucleic acid – DNA), ter                                      
c) posttestikularne, pri katerih se čas izpostavljenosti celic negativnim vplivom med 
potovanjem skozi nadmodek (epididimis) podaljša in tako poveča verjetnost za okvare 
semenčic zaradi oksidativnega stresa (7). 
 
1.2 Klasična analiza semena 
Klasična analiza semena, imenovana spermiogram, omogoča pomemben vpogled v oploditveni 
potencial moških in ima klinično uporabno vrednost pri potrditvi skrajnih oblik moške 
neplodnosti, med katere spadajo: a) oligozoospermija (O), pri kateri je skupno število ali 
koncentracija semenčic pod spodnjimi referenčnimi vrednostmi; b) astenozoospermija (A), pri 
kateri je delež semenčic, gibljivih v smeri, pod spodnjimi referenčnimi vrednostmi;                          
c) teratozoospermija (T), za katero je značilen delež morfološko normalnih semenčic, ki je pod 
spodnjimi referenčnimi vrednostmi, ter č) azoospermija z odsotnostjo semenčic v semenskem 
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izlivu (8–10). Običajno gre pri moški neplodnosti za kombinacijo več nepravilnosti hkrati, kot 
je to oligo-asteno-teratozoospermija (OAT). Za opredelitev moškega dejavnika neplodnosti v 
klinični praksi uporabljamo smernice SZO iz leta 2010 (Tabela 1), in sicer na podlagi 
odstopanja navzdol od spodnjih referenčnih vrednosti (10).  
 
Tabela 1: Spodnje referenčne vrednosti (5. centila) značilnosti semena pri moških, katerih 
partnerke so zanosile v obdobju 12 mesecev brez uporabe kontracepcije, in druge 
normalne vrednosti semena (SZO, 2010) (10)  
 
Značilnost semena Spodnja referenčna vrednost 
Volumen 1,5 ml 
Koncentracija semenčic 15 x 106 semenčic/ml 
Število semenčic 39 x 106 semenčic v ejakulatu 
Gibljivost v smeri (hitra in počasna) 32 % gibljivih semenčic 
Skupek gibljivosti (v smeri in na mestu) 40 % gibljivih semenčic 
Morfologija 4 % semenčic z normalno obliko 
Vitalnost 58 % živih semenčic 
Druge normalne vrednosti semena 
pH ³ 7,2 
Peroksidaza – pozitivni levkociti (x 106 /ml) < 1,0 




Oligo-asteno-teratozoospermija (OAT) pomeni kombinacijo slabe kakovosti semena in 
zmanjšane plodnosti moškega. O OAT govorimo, ko je, glede na merila SZO iz leta 2010, 
koncentracija semenčic manjša od 15 x 106 na ml, ko jih je manj kot 32 % gibljivih v smeri, 
manj kot 4 % morfološko normalnih oz. manj kot 14 % morfološko normalnih po strogih 
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Krügerjevih merilih (10, 11). Približno tretjina moških (36,6 %), ki prihajajo v ambulante za 
neplodne pare, ima zelo slabo kakovost semena oz. OAT (12). 
 
Vzroki OAT (6) 
1. Genetske nepravilnosti 
• Kromosomske nepravilnosti: številčne ali strukturne kromosomske nepravilnosti 
pomembno vplivajo na plodnost. V splošni populaciji se pojavljajo v 0,6 % (13), pri 
neplodnih moških pa v 2–14 % (13, 14). S stopnjo neplodnosti narašča tudi pogostost 
kromosomskih nepravilnosti, pri čemer so te največje pri težki obliki OAT in pri 
neobstruktivni azoospermiji (15, 16). Z analizo kromosomske slike (kariotipa) pri 
neplodnih moških lahko ugotovimo, da se pri 1,6 % moških z oligozoospermijo 
pojavljajo aberacije spolnih kromosomov (pri moških v splošni populaciji le pri 0,2 %). 
Pri 3 % moških z oligozoospermijo se pojavljajo aberacije avtosomov (pri moških v 
splošni populaciji le pri 0,25 %). Prevladujejo nepravilnosti somatskih kromosomov, 
kot so Robertsonove in recipročne translokacije (6). 
• Genske mutacije: mikrodelecije kromosoma Y (področje AZF) povzročajo različne 
stopnje prizadetosti spermatogeneze in posledično tudi neplodnosti (17). Mikrodelecije 
znotraj področja AZF se pojavljajo pri približno 4 % moških z oligozoospermijo, pri      
14 % moških s težko oligozoospermijo in pri 18 % moških z neobstruktivno 
azoospermijo (18).  
 
2. Negenetski vzroki 
• Retinirano (slabo spuščeno) modo ali kriptorhizem: pojavlja se pri 1,6–9,0 % moških 
(19). Ob rojstvu ima retinirano modo do 2 % novorojenčkov, prizadeti so predvsem 
nedonošenčki, kjer je prevalenca do 30 %. Po enem letu starosti nepravilnost ostane pri 
1 % otrok (20). Kriptorhizem je lahko posledica genskih mutacij (npr. gena Isl 3) (21). 
Od 10 do 40 % moških je neplodnih zaradi slabe kakovosti semena, in sicer zaradi OAT 
ali azoospermije. Pri bolnikih z retiniranim modom pa je poleg tega še večje tveganje, 
da se razvije rak na modih (22).  
• Motnje v pretoku krvi so sorazmerno pogoste pri moških s slabšo kakovostjo semena. 
Razširjene žile venskega pleteža oz. varikokelo najdemo pri 21–41 % neplodnih moških 
(23, 24). Najverjetneje je v teh primerih višja temperatura v modniku najpomembnejši 
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vzrok za neplodnost (25, 26). Moški, ki imajo varikokelo, imajo lahko nenormalen 
spermiogram s poslabšanjem vseh parametrov kakovosti semena (OAT) (6).  
• Vnetje spolovil: neplodnost je lahko tudi posledica vnetja moda (lat. orchitis), 
nadmodka (lat. epididimitis) in tudi drugih pomožnih spolnih žlez ter celo 
trdovratnejšega vnetja sečnice. Vnetje spolnih organov se pojavlja pri 15 % moških 
(27). Vnetja drugih pomožnih spolnih žlez, semenjaka in obsečnice, lahko spremenijo 
sestavo njihovih izločkov, s tem pa tudi okolje semenčic. Semenčice v tako 
spremenjenem okolju slabše dozorevajo, spremeni se njihova oblika in upočasni njihovo 
gibanje, s tem pa se zmanjša njihova oploditvena sposobnost (6). 
• Hormonski vzroki: hipogonadotropni hipogonadizem je lahko posledica prirojenih 
napak ter tumorjev hipotalamusa ali hipofize. Velikokrat je idiopatski. Diagnozo 
postavimo v postpubertetnem obdobju ali pri odraslih. Je vzrok za OAT ali 
azoospermijo (5). 
• Imunski vzroki: vnetje, poškodbe in nekateri nepoznani vzroki lahko v telesu sprožijo 
tvorbo protiteles proti semenčicam. Ta se pritrdijo na semenčice, jih zlepljajo med seboj, 
jim otežujejo gibanje in onemogočajo oploditev jajčne celice. O imunskem dejavniku 
neplodnosti govorimo, kadar so na vsaj 50 % semenčic prisotna protitelesa, kar 
odkrijemo pri 5–15 % neplodnih moških, v primerjavi z 1–2 % pri plodnih (28).  
• Motnje erekcije in ejakulacije (29). 
• Rak na modih: rak sam ni povzročitelj neplodnosti, vendar ima lahko njegovo 
zdravljenje (kemoterapija, radioterapija ali limfadenektomija) trajne posledice za potek 
spermatogeneze, zato je treba pri mladem moškem, obolelem za rakom na modih, pred 
zdravljenjem zamrzniti seme, da ohranimo čim več možnosti za potomstvo (30). 
• Sindrom Kartagener: to je redka oblika negenetskega vzroka za neplodnost zaradi 
negibnih migetalk oz. cilij, pri čemer so vse semenčice v semenskem izlivu negibne (6). 
• Vpliv načina življenja, zdravil, sevanja in strupov: pri zdravljenju novotvorb bolnikov 
z rakom uporabljamo zdravila in obsevanja, ki hudo okvarijo vse hitro deleče se celice 
človeškega telesa. Med najbolj občutljivimi so semenčice, ki si po kemoterapiji ali 
obsevanju mod največkrat nikoli ne opomorejo, stopnja in trajanje njihove okvare pa 
sta odvisna od vrste zdravil in trajanja zdravljenja (30). Tudi nekatera zdravila za 
zdravljenje drugih bolezni, npr. visokega krvnega tlaka, sladkorne bolezni, lahko znatno 
poslabšajo lastnosti semenčic. To povzročijo tudi nekatere škodljive razvade, npr. 
čezmerno pitje alkoholnih pijač, nezmerno kajenje ter zloraba nekaterih psihoaktivnih 
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drog (31). Kakovost semena lahko poslabšajo tudi redno delo s fitosanitarnimi sredstvi 
(npr. pesticidi) in razmere, v katerih se moda pregrevajo (tesno oprijeta oblačila, savna, 
dolgotrajno sedenje med vožnjo avtomobila ali tovornjaka) (6). 
• Psihološki stres: hud psihološki stres negativno vpliva na gibljivost semenčic, saj lahko 
poslabša kakovost semena. Negativno lahko vpliva na število semenčic, njihovo 
gibljivost in morfologijo (6, 32). 
 
1.4 Mitohondrijski membranski potencial semenčic 
Funkcijski testi semena so bili razviti kot nadgradnja standardne analize semena (10). 
Mitohondriji so večnamenski celični organeli, ki imajo pomembno vlogo pri delovanju celic, 
za zagotovitev mitohondrijske biogeneze pa so potrebne pravilne povezave med jedrno in 
mitohondrijsko DNK (33). Mitohondrijski membranski potencial (MMP) zagotavlja koristne 
informacije o plodnem potencialu moškega in odraža kakovost semena (34).  
 
Za dokazovanje poškodbe semenčic oz. njihove apoptoze lahko uporabimo določanje 
mitohondrijskega membranskega potenciala (MMP), merjenje količine reaktivnih kisikovih 
zvrsti (angl. reactive oxygen species – ROS) in/ali fragmentacije DNK, vendar pa so ti testi 
različno občutljivi. Marchetti in sod. so dokazali, da je določitev MMP najobčutljivejši test za 
oceno kakovosti semena, predvsem pri pripravi semena za postopke zunajtelesne oploditve (lat. 
in vitro fertilization, IVF). Mitohondrijski potencial namreč določa mitohondrije, katerih 
primarna naloga je proizvodnja energije z oksidativno fosforilacijo in ki so večinoma povezani 
z gibljivostjo semenčic (35).  
 
Ocena MMP pri semenčicah je pomembna zaradi delovanja mitohondrijev med apoptozo (36). 
Mitohondriji dokazano koordinirajo apoptozo v različnih celičnih sistemih. Vključeni so v 
številne apoptotske mehanizme, tudi v aktivacijo kaspaz, zmanjšanje MMP ter spremembe 
znotrajceličnega redukcijsko-oksidacijskega potenciala (37–42). Mitohondrijska funkcija je 
povezana z reproduktivno sposobnostjo pri obeh spolih. Chung-Hsien Liu in sod. so pri 
pacientih z OAT in tistih z normozoospermijo raziskovali kakovost semena glede na tri merila: 
fragmentacijo DNK, mitohondrijsko disfunkcijo in kromosomsko aneuploidijo. Pri pacientih z 
OAT so ugotovili povišane vrednosti vseh treh omenjenih parametrov. Zaenkrat še ni znano, 
ali je mitohondrijska disfunkcija vzrok za nižjo stopnjo oploditve jajčnih celic in ugnezditev 
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zarodka pri pacientih z OAT, ki so vključeni v postopek zunajtelesne oploditve z neposrednim 
vnosom semenčice v citoplazmo jajčne celice (angl. intracytoplasmic sperm injection, ICSI) 
(43). Kaspazna aktivnost v semenskem izlivu je povezana s celično nezrelostjo (44), nizko 
koncentracijo semenčic, njihovo zmanjšano gibljivostjo (45–47) in posledično zmanjšano 
stopnjo oploditve (48).  
 
V zadnjem desetletju so bile opravljene številne študije o MMP, saj lahko njegovo merjenje 
zaradi povezave med MMP in preostalimi lastnostmi semena uporabimo kot zanesljiv kazalnik 
kakovosti semena (35, 49–52). Semenčice, ki izkazujejo visok MMP, imajo intaktno 
akrosomsko funkcijo in visoko oploditveno sposobnost, prav tako pa tudi normalno gibljivost 
in morfologijo (48, 53). Tiste z nizkim MMP pa so slabe kakovosti, povezane so z neuspešnimi 
postopki IVF (51, 54) in vsebujejo visoko raven ROS (55). Zorn in sod. so dokazali, da je 
odstotek živih semenčic z normalnim MMP statistično značilno pozitivno povezan z volumnom 
testisov ter statistično značilno negativno povezan z indeksom telesne mase (ITM) in ravnjo 
folikle stimulirajočega hormona (FSH). Dokazali so, da so parametri kakovosti semena in 
označevalci apoptoze (izguba membranske asimetrije, fragmentacija DNK in MMP) povezani 
z uspešnostjo naravnega spočetja in izidom intrauterine inseminacije, ne pa tudi z izidom 
postopkov IVF/ICSI (56).  
 
Zvišane vrednosti levkocitov in ROS v semenu so povezane z nižjimi vrednostmi MMP (57) in 
s povečano fragmentacijo DNK semenčic (58–61). Presenetljivo je, da je delež semenčic z 
normalnim MMP večji pri moških z levkocitospermijo v primerjavi s tistimi z nizko ravnjo 
levkocitov v semenu. Ko je količina levkocitov nad 1 x 106/ml, je v semenu prisotnih tudi več 
antioksidantov. Aitken je poročal, da imajo levkociti zelo malo ali nič vpliva na kakovost 
semena zaradi prisotnosti semenskih antioksidantov, ki ščitijo semenčice pred poškodbo z ROS 
(62). 
 
V zadnjem desetletju se uporabljajo različni biološki testi za ugotavljanje celične smrti in oceno 
kakovosti semena pri človeku. Tako ima pretočna citometrija določene prednosti pred 
fluorescenčno mikroskopijo. Je natančnejša, predvsem pa bolj diskriminatorna. Dovoljuje 
avtomatizirano in zato hitrejšo analizo večjega števila celic ter daje manj subjektivne, statistično 
zanesljivejše rezultate (35). Do sedaj so bili za določitev mitohondrijskega membranskega 
potenciala celic uporabljeni številni fluorokromi, npr. rodamin 123, J-C 1 ali MitoSensor          
(63–65). Vsi ti obarvajo mitohondrije živih celic in niso uporabni za citofluorometrijo. Pozneje 
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so začeli uporabljati DiOC6(3), ki vstopa v celice in obarva mitohondrije že pri nizkih 
koncentracijah (66). Zaradi sočasnega kationskega in lipofilnega značaja se DiOC6(3) kopiči v 
mitohondrijih v odvisnosti od njihovega transmembranskega potenciala. Je karbocianinski 
fluorokrom, ki se uporablja za določanje sprememb MMP semenčic, obenem pa tudi za oceno 
kakovosti semena. Zmanjšano obarvanje semenčic z DiOC6(3) kaže na upadanje njihovega 
MMP in motnje v integriteti celičnih organelov (67). 
 
1.5 Fragmentacija DNK v semenčicah 
O izvoru poškodb DNK v semenčicah obstaja več teorij (68–71). 
- Poškodbe so lahko posledica pakiranja DNK med zamenjavo protaminskih kompleksov s 
histonskimi med spermiogenezo. Verige DNK semenčic so tesno ovite okoli protaminskih 
molekul, zaradi česar se tvorijo tesne in visoko organizirane zanke. Več kot dve tretjini 
kromatinske strukture semenčic je pakirane s protamini, samo 15 % DNK pa je manj tesno 
kompaktirane in pakirane s histoni. Neplodni moški imajo večje razmerje med histoni in 
protamini kot plodni. Ta sprememba razmerja, ki jo imenujemo tudi nenormalno pakiranje, 
poveča občutljivost DNK posamezne semenčice za zunanji stres zaradi slabše kromatinske 
kompaktnosti, to pa je lahko vzrok za njeno fragmentacijo. Nenormalno pakiranje 
kromatina vodi v njegovo nenormalno dekondenzacijo pri oploditvi. Popolno odsotnost 
protaminov so našli pri 5–15 % neplodnih moških. 
- Fragmentacija DNK je lahko posledica neposredne oksidativne poškodbe zaradi prostih 
radikalov, za kar je lahko krivo pomanjkanje antioksidantov, kajenje, različni ksenobiotiki, 
izpostavitev vročini, levkocitne okužbe semena ter prisotnost ionov v gojišču za pripravo 
in gojenje semenčic. ROS lahko povzročajo visoko pojavnost zlomov enoverižnih in 
dvoverižnih DNK (fragmentacija). Tako superoksid kot hidroksilni radikal sta znana 
mutagena, ki povzročata kromosomske delecije ter sestrske in dicentrične izmenjave 
kromatid. 
- Alternativno so lahko poškodbe DNK tudi posledica apoptoze, ki ima med spermatogenezo 
dve vlogi: številčno omejuje populacije zarodnih celic, ki jih še lahko oskrbujejo 
Sertolijeve celice, ter selektivno odstranjuje nenormalne semenčice. 
Semenčice s kromatinskimi abnormalnostmi imajo pogosto nenormalno obliko glave, 
vsebujejo enoverižne DNK, prelome DNK, nenormalne prehode histon-protamin in 
apoptotske spremembe, poleg tega pa tudi nezadostno kondenzacijo kromatina ter nezrele in 
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jedrne vakuole, ki so ultrastrukturne posledice teh okvar. Takšne semenčice imajo zmanjšano 
oploditveno sposobnost, so vzrok za nenormalen razvoj blastocist in neuspešno ugnezditev 
zarodkov ter so povezane s splavi v prvem trimesečju nosečnosti (72–74).  
Med fragmentacijo DNK in stopnjo razvoja zarodka do razvojne stopnje blastociste po 
klasičnih postopkih IVF in ICSI obstaja negativna povezava (71). Povezava obstaja med 
nepravilnostmi v obliki glave semenčic in deležem fragmentacije DNK. Pri semenčicah z 
velikimi jedrnimi vakuolami je delež pozitivne fragmentacije DNK bistveno večji (29,1 %) 
kot pri tistih z normalnim jedrom (15,9 %). Delež enoverižnih, denaturiranih DNK je prav 
tako bistveno večji pri semenčicah z velikimi jedrnimi vakuolami (67,9 %) v primerjavi s 
tistimi, ki imajo normalna jedra (33,1 %). Tudi pri semenčicah z amorfno obliko glave so 
dokazali povišano fragmentacijo DNK (75). Fragmentacija DNK naj ne bi bila povezana z 
apoptozo, ampak naj bi bila znak nepravilnega zorenja semenčic ter naj bi najverjetneje 
izvirala iz časa pakiranja DNK. Več denaturirane DNK v semenčicah z velikimi jedrnimi 
vakuolami je lahko tudi posledica prezgodnje dekondenzacije in razdružitve kromatinskih 
vlaken (76).  
Celovitost DNK v semenčicah igra torej pomembno vlogo pri ugotavljanju njihove 
funkcionalne sposobnosti. Določamo jo lahko s testom fragmentacije DNK (77). Skupaj z 
merjenjem MMP omogoča določanje fragmentacije DNK semenčic v primerjavi s klasično 
analizo semena boljšo napoved spontane zanositve (78). Pred kratkim objavljena metaanaliza 
28 raziskav je potrdila, da so bili, ne glede na uporabljeno metodo določanja fragmentacije 
DNK, rezultati meritev značilno višji pri neplodnih moških v primerjavi s plodnimi (p < 0,001). 
Izsledki torej kažejo, da ima določanje fragmentacije DNK semenčic pomembno vlogo pri 
ugotavljanju kakovosti semena, saj je to v primerjavi s klasično analizo semena natančnejša 
metoda (79).  
Vpliv indeksa fragmentacije DNK (DFI = angl. DNA fragmentation index) na stopnjo 
zanositve in izid nosečnosti se razlikuje od študije do študije. Plodnost se znižuje pri vrednostih 
DFI več kot 10–15 % (80, 81), pri vrednostih DFI več kot 30 % pa je blizu nič (82). V primerih, 
ki so vključevali zunajtelesno oploditev z metodo ICSI, se je stopnja zanositve zmanjšala pri 
vrednostih DFI več kot 30 %. V obsežni študiji so Bungum in sod. preučevali izvide testov 
SCSA (angl. Sperm Chromatin Structure Assay) v povezavi z izhodom oploditve z 
biomedicinsko pomočjo (OBMP). Dokazali so, da je bil pri vrednostih DFI več kot	30 % 
potreben postopek ICSI, tudi če so bili drugi parametri kakovosti semena normalni. V okviru 
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iste študije pa niso potrdili povezave med visokimi vrednostmi DFI in zgodnjimi prekinitvami 
nosečnosti (83). S kliničnega vidika so Greco in sod. dokazali, da je metoda ICSI z uporabo 
semenčic iz testikularnega tkiva zelo učinkovita kot oblika OBMP pri moških z visoko ravnjo 
fragmentacije DNK. Večina poškodb DNK se namreč zgodi v potestikularnem semenu, kar bi 
lahko potencialno zmanjšali z uživanjem antioksidantov, npr. vitaminov C in E per os, ki lahko 
zmanjšajo možnost potestikularne fragmentacije DNK (84, 85). 
Za detekcijo poškodb DNK v semenčicah se uporabljajo tehnike, kot so barvanje histonov z 
anilin modrim, metode TUNEL (angl. TdT (terminal deoxyribonucleotidyl transferase) – 
mediated dUTP nick-end labeling), označevanje fragmentirane DNK s terminalno 
deoksinukleotidil transferazo in označenim dUTP, SCSA in FISH (86).  
Prisotnost enoverižnih (denaturiranih) in dvoverižnih molekul DNK določamo z 
akridinoranžnim in metodo pregleda kromatinske strukture semenčic ali SCSA. Semenčice 
obdelajo s pufrom, ki zaradi nizke vrednosti pH denaturira DNK na mestih verižnih zlomov. 
Celice nato obarvajo z akridinoranžnim, ki ima metakromatske lastnosti. Barvilo se vrine v 
nativno, dvoverižno DNK in fluorescira zeleno, v povezavi z enoverižno DNA pa fluorescira 
rdeče (87). 
Z metodo TUNEL, ki je namenjena določanju fragmentacije DNK v semenčicah, 
identificiramo zlome eno- in dvoverižne DNK tako, da z modificiranimi nukleotidi označimo 
prosti 3'-OH-konec v encimski reakciji z encimom TdT. Ta katalizira polimerizacijo označenih 
nukleotidov na 3'-OH-konec DNK, ne glede na matrico. Po reakciji pod fluorescenčnim 
mikroskopom pregledamo TUNEL-pozitivne semenčice (76). Metodo so prvi opisali Gavrieli 
in sod. pri določanju fragmentov verige DNK v semenčicah sesalcev. Delež fragmentirane 
DNK lahko nato po reakciji določamo pod fluorescenčnim mikroskopom ali s pretočno 
citometrijo (88). Metodo TUNEL so uporabili v številnih študijah. V eni izmed njih so 
dokazali povezavo med visokim deležem fragmentacije DNK in nizko stopnjo gibljivosti 
semenčic. Fragmentacija DNK v semenčicah je povezana tudi s ponavljajočimi se neuspelimi 
poskusi OBMP. Sergerie in sod. so dokazali, da imajo neplodni moški večji delež 
fragmentacije DNK v semenčicah v primerjavi s tistimi z normalno plodnostjo (89). 
Fragmentacija DNK, ki jo določijo z metodo TUNEL, je normalna, ko je njen delež manjši 
kot	30 %, zmerna, ko je ta med 30 in 40 %, in visoka, ko je večji kot 40 %. Povečan odstotek 
fragmentacije DNK je povezan z zmerno teratozoospermijo v 6,9 %, s skrajno 
teratozoospermijo v 13,9 %, z oligoastenozoospermijo in normalno morfologijo semenčic v 
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4,2 % ter z normalnimi osnovnimi parametri semena v 4,2 % (90).  
 
1.6 Folikle stimulirajoči hormon (FSH) 
FSH (folikle stimulirajoči hormon) je folikulotropin, ki ga izloča hipofiza pod vplivom 
gonadotropin sproščujočega hormona (GnRH) iz hipotalamusa. FSH deluje na Sertolijeve 
celice v modu in spodbuja spermatogenezo. Povišane vrednosti FSH v serumu pri moških z 
azoospermijo ali težko oligozoospermijo so znak poškodbe epitelija semenskih cevk (91). 
Vrednost FSH je obratno sorazmerna s koncentracijo, gibljivostjo in morfologijo semenčic (92). 
V semenskih cevkah in semenski tekočini pri pacientih z OAT so našli zvišane vrednosti ROS, 
ki so posledica oksidativnega stresa (93). Tako težke kovine kot hormoni lahko neprimerno 
spodbujajo izločanje inhibina B iz Sertolijevih celic, ki prek endokrine povratne zanke zavira 
izločanje FSH iz hipofize, lokalno pa zavira tudi spermatogenezo (94).  
 
1.7 Antioksidanti in moška neplodnost 
V fizioloških razmerah semenčice tvorijo majhne količine ROS, ki so potrebne za kapacitacijo, 
akrosomsko reakcijo in oploditev (95). Visoke vrednosti ROS so prisotne v semenu 25 % 
neplodnih moških (96, 97). Ravni ROS, nastale v semenčicah in izmerjene v preparatih semena 
z nizko koncentracijo levkocitov, so povezane s poškodbami DNK, pri čemer mejna količina 
ROS, nad katero nastanejo te poškodbe, še ni določena (98–100). 
 
Nenasičene maščobne kisline v membrani semenčic zagotavljajo fluidnost, ki je potrebna za 
membranske fuzijske dogodke, npr. akrosomsko reakcijo, interakcijo z jajčno celico in 
gibljivost semenčic (101). ROS, ki jih sproščajo polimorfonuklearni levkociti, prisotni v 
semenu, povzročajo peroksidacijo polinenasičenih maščobnih kislin v membrani semenčic. 
Poleg tega z oksidativnim stresom porušijo integriteto njihove DNK, s čimer se močno 
poškodujejo njihove funkcijske lastnosti (gibljivost, oploditvena sposobnost). ROS sproščajo 
tudi semenčice slabe kakovosti, semenčice s slabo gibljivostjo ali slabo morfologijo, predvsem 
pa tiste, pri katerih opazimo večji citoplazemski ostanek. Sproščanje derivatov ROS torej 
povzroča zmanjšano plodnost pri moških (Slika 1). Dejavnost derivatov ROS pa lahko 
zmanjšamo z dodajanjem antioksidantov semenu v razmerah in vitro (86).  
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Semenska tekočina vsebuje številne encimske antioksidante, kot so superoksidna dismutaza, 
katalaza in glutation-perkosidaza, ter različne neencimske antioksidante, npr. vitamin C 
(askorbinska kislina), vitamin E (α-tokoferol), piruvat, glutation in karnitin (102). Da bi bili 
antioksidanti, ki jih dobimo s prehrano, učinkoviti, se morajo absorbirati in koncentrirati v 
spolnih organih, poleg tega pa morajo imeti vlogo v reproduktivni funkciji. Da bi zmanjšali 
oksidativne poškodbe DNK v semenčicah, morajo izboljšati antioksidativno zmogljivost 
semena (103). 
 
Benedetti in sod. so raziskali profil v lipidih topnih antioksidantov (karotenoidi, vitamina A in 
E) ter raven maščobne peroksidacije (malondialdehid; MDA) v vzorcih krvi in semenske 
tekočine plodnih in neplodnih moških, in sicer v povezavi s parametri kakovosti semena, 
gibljivostjo, morfologijo in koncentracijo semenčic. Dokazali so, da sta celotna antioksidativna 
kapaciteta (TAK) in koncentracija vitamina E v semenski tekočini značilno nižji pri neplodnih 
moških v primerjavi s plodnimi. Sočasno so pri neplodnih moških ugotovili tudi značilno 
kopičenje MDA, ki je v negativni povezavi z gibljivostjo in morfologijo semenčic. V vzorcih 
krvi neplodnih moških so prav tako določili nižje vrednosti TAK ter nižje koncentracije 
karotenoidov in vitamina E. TAK in karotenoidi pa so pozitivno povezani z gibljivostjo, 
morfologijo in koncentracijo semenčic (104). V okviru leta 2016 objavljene raziskave so 
določili referenčno vrednost TAK, in sicer 1947 μM v semenski plazmi, kot napovedno za 
plodnosti moških (105).  
 
Leta 2014 je bil objavljen pregleden članek o izsledkih kliničnih raziskav o vplivu oralnih 
antioksidantov na osnovne in druge parametre kakovosti semena pri idiopatski OAT. Večina 
objavljenih raziskav je bila randomiziranih in kontroliranih s placebom. Potrdile so ugoden 
vpliv različnih antioksidantov na vsaj en parameter kakovosti semena, največji pa je bil njihov 
vpliv na gibljivost semenčic. V večini raziskav so uporabili kombinacijo več različnih 
antioksidantov hkrati, niso pa definirali optimalnega odmerka enega ali več antioksidantov. 
Najpogosteje raziskovani antioksidanti so bili: vitamin E, vitamin C, selen, koencim Q10 
(CoQ10), N-acetil-cistein, L-karnitin in cink. Raziskave so večinoma potrdile njihov ugoden 
učinek na kakovost semena (106). V Tabeli 2 so prikazani rezultati s placebom kontroliranih 
raziskav o vplivu peroralnih antioksidantov na kakovost semena, ki so bile objavljene od leta 
2007 do danes.  
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Tabela 2: Vplivi peroralnih antioksidantov na osnovne in druge značilnosti semena - 
















neplodnosti, TUNEL     
> 25 % / 
kakovost zarodkov, 
stopnja oploditve in 





(likopen, vit. C, vit. 
E, Zn, Se, folat, 
česen) / 3 mesece 











ŠS: beta-glukan 20 
mg, fermentirana 
papaja 50 mg, 
laktoferin 97 mg, vit. 
C 30 mg in vit. E 5 
mg, dvakrat dnevno/ 
3 mesece 
ŠS: gibljivost semenčic v 
smeri in delež morfološko 
normalnih semenčic, ¯ 






imunski test protiteles 
proti semenčicam, LH, 
FSH, prolaktin, 





ŠS: CoQ10 300 mg/ 
26 tednov, sledi 
obdobje 30 tednov 
brez zdravljenja 
ŠS: koncentracija in 
gibljivost semenčic, 
FSH in LH po 26-
tedenskem obdobju 
zdravljenja, ob koncu 
zdravljenja se je srednja 
vrednost AR povečala v 





estradiol, FSH, LH, 
prolaktin, inhibin B, Se 
in N-acetil-cistein v 
serumu, Se in N-acetil-
cistein v semenski 
tekočini 
468 
ŠS 1: 116 
ŠS 2: 118 
ŠS 3: 116 
KS: 118 
ŠS 1: Se 200 μg/dan 
ŠS 2: N-acetil-cistein 
600 mg /dan 
ŠS 3: Se 200 μg + N-
acet-cis 600 mg/dan / 
26 tednov + 30 
tednov po končanem 
zdravljenju 
Povezava med vsoto 
koncentracij Se in N-
acetil-cisteina in srednjo 
koncentracijo, gibljivostjo 










ŠS: klomifen citrat 
25 mg/dan + vit. E 
400 mg/dan/ 6 
mesecev 
ŠS: koncentracija in 
gibljivost semenčic, 








ŠS: CoQ10 200 










ŠS: EPA in DHA 
1,84 g/dan, 32 
tednov 
KS: placebo 32 
tednov 
ŠS: število in 
koncentracija semenčic, 
koncentracija EPA in 
DHA v pozitivni povezavi 
s SOD in katalazno 
aktivnostjo v semenski 
tekočini 




Legenda: AR – akrosomska reakcija; AT – astenoteratozoospermija; CoQ10 – koencim Q10; CRP – C-reaktivni 
protein; DHA – dokozaheksaenojska kislina; EPA – eikozapentaenojska kislina; FSH – folikle stimulirajoči 
















testosteron, LH, FSH in 
inhibin B, SOD in 
katalazna aktivnost v 




ŠS: PTX 400 mg 
dvakrat dnevno/ 
4-tedensko obdobje 





gibljivost in morfologija 
semenčic, srednja 











ŠS: CoQ10 200 
mg/dan/,26 tednov 
ŠS: koncentracija, 
gibljivost in morfologija 
semenčic, raven FSH in 




raven CoQ10, katalaze, 





ŠS: CoQ10 200 
mg/dan/ 12 tednov 
placebo 
ŠS: raven CoQ10 in raven 
8-izoprostana, 
pozitivna povezava med 
konc. CoQ10, normalno 





spermiogram, MMP in 
kromatin semenčic, 
folati, cink, B12, TAK 
in MDA koncentracija v 




ŠS: folna kislina 





semenčic v skupini, ki je 
prejemala samo Zn 
Hosseini/ 2016 
(118) 



















likopena v semenski 
tekočini 
44 
ŠS 1: 17 
ŠS 2: 15 
KS: 12 
ŠS 1: likopen 30 
mg/dan 
ŠS 2: vit. C 600 mg 




ŠS 1: po 6 in 12 tednih: ­ 
gibljivost semenčic, ¯ 
raven levkocitov v 
semenski tekočini. 
Po 12 tednih: ­ raven 




Starost 20–45 let, iOAT, 
normalne vrednosti 
gonadotropinov, T in 
serumskega prolaktina/ 
spermiogram, TAK, 





ŠS: 80 mg kurkume 
/dan/, 10 tednov 
KS: placebo 
ŠS: število, koncentracija, 
skupna gibljivost in 
vitalnost semenčic, TAK, 
MDA, CRP in TNF v 
semenski tekočini 
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iOAT – idiopatska OAT; IVF – zunajtelesna oploditev (angl. in vitro fertilization); KS – kontrolna skupina; LH – 
luteinizirajoči hormon; MDA – malondialdehid; OAT – oligoastenoteratozoospermija; PTX – angl. 
pentoxifylline; ROS – reaktivne kisikove zvrsti (angl. reactive oxygen species); Se – selen; SOD – superoksid 
dismutaza; ŠS – študijska skupina; T – testosteron; TAK – celotna (totalna) antioksidativna kapaciteta; TNF – 
tumor nekrotizirajoči faktor; TUNEL – označevanje fragmentirane DNK s terminalno deoksinukleotidil 
transferazo in označenim dUTP (angl. TdT (terminal deoxyribonucleotidyl transferase ) - mediated dUTP nick-
end labeling); Xuanju – Formica fusca, Herba epimedii, Fructus cnidii and Fructus lycii; Zn – cink. 
 
Med do sedaj objavljenimi raziskavami so le tri potrdile pozitiven učinek antioksidantov na 
fragmentacijo DNK (85, 121, 122). V okviru raziskave, v kateri so določali MMP, pa niso 
potrdili ugodnega učinka antioksidantov na ta parameter (117). Izkazalo se je, da pri idiopatski 
OAT najboljši učinek dosežejo CoQ10, vitamin E, selen, vitamin C in N-acetil-cistein. Na 
koncentracijo semenčic imata dokazano največji vpliv vitamin E in CoQ10, oba pa poleg selena 
dobro vplivata tudi na gibljivost semenčic. Največji pozitiven vpliv na morfologijo semenčic 
imata selen in CoQ10, kombinacija vitaminov C in E ter cink in selen pa najugodneje vplivajo 
na fragmentacijo DNK v semenčicah (106).  
 
Dosedanje raziskave torej kažejo, da imajo antioksidanti pomembno vlogo pri zaščiti semena 
pred delovanjem ROS in lahko izboljšajo osnovne parametre njegove kakovosti pri iOAT (104). 
Tudi novejša Cochranova analiza je pokazala, da lahko antioksidanti pri moških z zmanjšano 
plodnostjo izboljšajo stopnjo zanositve in živorojenosti pri parih, ki se zdravijo zaradi 
neplodnosti. Obenem pa ni dokazov, da bi bilo zaradi jemanja antioksidantov povečano 
tveganje za splav (123). 
 
Obstaja pa tudi nekaj raziskav, s katerimi niso potrdili pozitivnega učinka antioksidantov. Tudi 
v teh primerih so preučevali različne kombinacije več antioksidantov (vitamini A, C, D, E, 
selen, cink, klomifen citrat, folna kislina, L-karnitin) (124–126). 
 
1.8 Astaksantin 
Ketokarotenoid astaksantin oz. 3,30-dihidroksi-b, b-karoten-4,40-dion (127), spada v skupino 
v lipidih topnih antioksidantov (128). Nahaja se v mikroalgah Haematococcus pluvialis, 
Chlorella zofingiensis in Chlorococcum sp. ter v rdeči kvasovki Phaffia rhodozyma (129). 
Mikroalga H. pluvialis ima največjo sposobnost kopičenja astaksantina, in sicer 4–5 % suhe 
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celične teže (130). Dokazali so, da ima astaksantin potencialne koristne učinke za preprečevanje 
in zdravljenje različnih patoloških stanj, npr. različnih oblik raka, kroničnih vnetnih bolezni, 
metabolnega sindroma, sladkorne bolezni, diabetične nefropatije, bolezni srca in ožilja, 
prebavil, jeter, nevrodegenerativnih bolezni, bolezni očesa, kožnih bolezni, utrujenosti kot 
posledice vadbe, moške neplodnosti ter s HgCl2 povzročene akutne odpovedi ledvic (131).  
 
Astaksantin najdemo povsod v naravi, predvsem pa v morskem okolju (127). To je rdeč 
pigment, prisoten v številnih morskih živalih, npr. v lososu, kozicah, jastogu ter drugih vrstah 
rakov, odgovoren pa je za rožnato rdečo barvo njihovega mesa (132). Biosinteza astaksantina 
na primarni ravni poteka v morskem okolju v mikroalgah ali fitoplanktonu. Mikroalge zaužijejo 
zooplankton ali raki, ki ga kopičijo, te pa nato v prehranjevalni verigi zaužijejo ribe (125). 
Karotenoidi so močni biološki antioksidanti, ki lahko absorbirajo energijo singletnega kisika na 
karotenoidno verigo, kar vodi do razgradnje karotenoidne molekule, to pa varuje preostale 
molekule ali tkiva pred oksiditivnimi poškodbami (133, 134). Lahko pa varujejo celice pred 
nastankom prostih radikalov tudi z verižno reakcijo, tako da sprožijo razgradnjo 
polinenasičenih maščobnih kislin, ki lahko bistveno pospešijo razgradnjo lipidnega dvosloja 
membrane. Astaksantin zelo dobro ščiti membranske fosfolipide in druge lipide pred 
peroksidacijo (135, 136). Ima večkrat močnejšo antioksidativno aktivnost kot vitamin E in         
β-karoten (137, 138).  
 
Antioksidativne značilnosti astaksantina imajo ključno vlogo tudi pri zaščiti pred UV-svetlobno 
fotooksidacijo, vnetjem, rakavimi obolenji, ulceroznim vnetjem zaradi okužbe s Helicobacter 
pylori, staranjem in s starostjo povezanimi boleznimi ali pri spodbujanju imunskega odziva ter 
jetrne in srčne funkcije. Astaksantin vpliva tudi na zdravje oči, sklepov in prostate (139). 
Karotenoidi v prehrani bi torej lahko kot antioksidanti pomagali pri preprečevanju bolezni in v 
boju proti več boleznim, ki prizadenejo ljudi (133). 
 
Do sedaj je bila objavljena le ena klinična raziskava o vplivu astaksantina na moško plodnost. 
V pilotski dvojno slepi randomizirani raziskavi je 30 moških z anamnezo neplodnosti več kot 
12 mesecev skupaj s partnerkami, pri katerih niso ugotovili vzrokov za neplodnost, jemalo         
16 mg astaksantina dnevno (AstaCarox®, AstaReal AB, Gustavsberg, Sweden) (11 moških) ali 
placebo (19 moških). Rezultati so v študijski skupini, v primerjavi s placebom, pokazali 
značilno zmanjšanje količine ROS v semenu ter zmanjšanje koncentracije inhibina B v serumu, 
ne pa v semenu, kar nakazuje, da ROS spodbujajo izločanje inhibina B iz Sertolijevih celic (94). 
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Poleg tega so ugotovili tudi statistično značilno izboljšanje linearne hitrosti semenčic ter 
neznačilno izboljšanje njihove morfologije, pri tem pa je koncentracija semenčic ostala 
nespremenjena. Tako skupna kot mesečna stopnja zanositve je bila pri preiskovancih višja v 
skupini, ki je prejemala astaksantin (140). 
 
Drugi dve raziskavi pa sta bili opravljeni na semenu 27 moških in vitro, njihove partnerke pa 
niso zanosile po najmanj letu rednih nezaščitenih spolnih odnosov, v primerjavi s semenom         
24 plodnih moških (141, 142). Z obema raziskavama so potrdili, da je koncentracija 2 μM 
astaksantina izboljšala proces kapacitacije in posledično tudi akrosomske reakcije semenčic.  
 
Na začetku naše klinične raziskave je bil na slovenskem trgu astaksantin na razpolago v prosti 
prodaji, in sicer samo v kombinaciji z vitaminom E, v obliki pripravka Astasan (Astasan®, 
Sensilab, Ljubljana, Slovenija). Posamezna kapsula Astasana vsebuje 4 mg astaksantina in         
10 mg vitamina E. Znano je, da ima astaksantin v primerjavi z vitaminom E kar do 100-krat 
višjo antioksidativno aktivnost (143).  
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2 NAMEN DELA IN HIPOTEZE 
Namen našega dela je preučiti vpliv jemanja antioksidantov per os pri moških s slabo 
kakovostjo semena, z oligo-astenozoospermijo s teratozoospermijo ali brez nje (OA ± T), na 
kakovost semenčic, mitohondrijski membranski potencial (MMP), integriteto (fragmentacijo) 
DNK semenčic ter serumsko vrednost folikulotropina (FSH). 
 
Hipoteze 
Naše hipoteze so: 
• H1: Jemanje astaksantina in vitamina E per os pri moških z OA ± T izboljša 
koncentracijo in gibljivost semenčic ter MMP semenčic v semenu. 
• H2: Jemanje astaksantina in vitamina E per os pri moških z OA ± T izboljša integriteto 
DNK oz. zmanjša fragmentacijo DNK semenčic v semenu. 
• H3: Jemanje astaksantina in vitamina E zmanjša koncentracijo hormona FSH v serumu 
moških z OA ± T. 
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3 MATERIALI IN METODE 
Prospektivno, randomizirano, dvojno slepo klinično raziskavo smo izvedli med novembrom 
2014 in januarjem 2019. Potekala je na Kliničnem oddelku za reprodukcijo Ginekološke klinike 
Univerzitetnega kliničnega centra Ljubljana. Protokol, predstavljen v doktorskem delu, je del 
raziskave z naslovom “Vpliv peroralnega jemanja astaksantina na kakovost semena, oploditev 
in razvoj zarodkov v postopku zunajtelesne oploditve”, ki ga je 27. 3. 2014 potrdila Komisija 
RS za medicinsko etiko (št. soglasja 145/02/14). Raziskavo smo pred začetkom izvedbe 
prijavili tudi v mednarodni register kliničnih prospektivnih randomiziranih raziskav 
(www.ClinicalTrials.gov, št. NCT02310087). 
V raziskavo smo vključili 80 moških, ki so se zaradi neplodnosti skupaj s partnerko zdravili na 
Ginekološki kliniki in pri katerih je bila diagnosticirana oligoastenozoospermija (OA) oz. 
zmanjšana koncentracija in gibljivost semenčic, ne glede na njihovo morfologijo (±T).  
 
3.1 Vključitveni kriteriji 
Pri vključitvenem kriteriju oligo-astenozoospermija s teratozoospermijo ali brez nje (OA ± T) 
smo upoštevali naslednja merila: oligospermija (O) – koncentracija semenčic manj kot	                
15 x 106 na ml; astenozoospermija (A) – manj kot 40 % gibljivih semenčic (10); 
teratozoospermija (T) – manj kot 14 % morfološko normalnih semenčic po strogih Krügerjevih 
merilih (11). Vse preiskovance je pred vključitvijo v raziskavo klinično pregledal androlog, 
specialist za moško neplodnost (Tabela 3).  
 
3.2 Izključitveni kriteriji 
Pred začetkom izvajanja raziskave smo določili tudi izključitvene kriterije: kajenje več kot       
20 cigaret dnevno, genetska indikacija preiskovanca za OBPM oz. vključenost v program 
predimplantacijske genetske diagnostike (PGD) ter redno jemanje pripravkov z antioksidanti 
(astaksantin, selen, cink, vitamin E, vitamin C, vitamin A) v zadnjih treh mesecih (Tabela 3).  
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Tabela 3: Vključitveni in izključitveni kriteriji za sodelovanje preiskovancev v raziskavi 
 
Vključitveni kriteriji Izključitveni kriteriji 
Oligospermija (O) –  
koncentracija semenčic <15 x 106/ml 
Kajenje > 20 cigaret dnevno 
Astenozoospermija (A) –  
<40 % gibljivih semenčic 
Genetska indikacija preiskovanca za OBPM  
oz. vključenost v PGD 
Teratozoospermija (T) –  
<14 % morfološko normalnih semenčic 
Redno jemanje pripravkov z antioksidanti 
(astaksantin, selen, cink, vitamin E, vitamin C, 
vitamin A) v zadnjih treh mesecih 
Klinični androloški pregled   
 
3.3 Preiskovanci  
Potencialne preiskovance smo iskali na podlagi opravljenega spermiograma v sklopu 
diagnostike neplodnosti v Androloškem laboratoriju ali po neuspešnem postopku zunajtelesne 
oploditve na Kliničnem oddelku za reprodukcijo Ginekološke klinike. Izbrali smo takšne, ki so, 
glede na izsledke preiskave, ustrezali vključitvenim kriterijem za klinično raziskavo. Vabili 
smo jih po telefonu ali osebno po opravljenem pregledu pri andrologu.  
 
3.4 Način randomizacije 
Pred začetkom raziskave smo z računalniškim programom pridobili randomizacijsko shemo, v 
kateri so bile številke od 1 do 100 in več označene s študijsko (astaksantin + vitamin E) ali 
kontrolno (placebo) skupino. Prednost te sheme je v tem, da bi lahko raziskavo prekinili 
kadarkoli, ne da bi se število primerov v obeh skupinah razlikovalo za več kot enega. Plastični 
vsebniki s kapsulami z aktivno učinkovino ali placebom so bili skladno z randomizacijsko 
shemo označeni s številkami od 1 do 100. Vsi vsebniki so bili enakega videza in opremljeni z 
enakimi nalepkami, na katerih pa so bile napisane različne številke. Označevanje plastičnih 
vsebnikov po randomizacijski shemi je opravila tretja, z raziskavo nepovezana oseba, in sicer 
tako, da niti raziskovalke niti preiskovanci niso vedeli, kdo prejema pripravek in kdo placebo. 
Preiskovanci so dobili zalogo pripravka oz. placeba za obdobje treh mesecev, če pa niso mogli 
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priti na kontrolo pravočasno in je minilo več kot tri mesece od začetka raziskave, so po pošti 
prejeli dodatni, enako označen vsebnik z aktivno učinkovino ali placebom. 
 
3.5 Sestava pripravka z astaksantinom in placeba 
Preiskovanci v študijski skupini so najmanj tri mesece jemali 16 mg antioksidanta astaksantina 
v kombinaciji s 40 mg vitamina E (Astasan, Sensilab) per os. Kapsula Astasana je sestavljena 
iz sredice, ki vsebuje astaksantin, vitamin E in olje žafranike, ter iz ovojnine iz želatine, vode 
in glicerina. Proizvajalec je vitamin E dodal za stabilizacijo sredice kapsule. 
 
Preiskovanci v kontrolni skupini so najmanj tri mesece jemali placebo per os. Ta je imel 
ovojnico iz želatine, vode in glicerina, ni pa vseboval sredice iz astaksantina, vitamina E in olja 
žafranike. Placebo in originalni pripravek sta bila enakega videza in okusa. Plastične vsebnike 
z Astasanom in placebom je za namen raziskave pripravil proizvajalec (144). 
 
3.6 Protokol raziskave 
Ob vstopu v raziskavo so vsi preiskovanci dobili pisno informacijo o vsebini in poteku 
raziskave, podpisali so tudi zavestno in svobodno privolitev za sodelovanje v raziskavi. Vsi so 
ob vstopu v raziskavo izpolnili anketo o lastnostih, življenjskih navadah in razvadah, in sicer o 
starosti, telesni teži, višini, kajenju, izpostavljenosti visokim temperaturam, UV-sevanju,           
RTG-žarkom, kemikalijam ter pretežno sedečem delu na delovnem mestu. Nato smo pri vseh 
naredili spermiogram, določili mitohondrijski membranski potencial (MMP) in fragmentacijo 
DNK semenčic ter izmerili vrednosti FSH v njihovih serumskih vzorcih. Po treh mesecih 
jemanja antioksidantov oz. placeba so preiskovanci ponovno izpolnili anketo o lastnostih, 
življenjskih navadah in razvadah. Nato smo vsem vnovič določili spermiogram, MMP in 
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3.7 Zbiranje vzorcev semena preiskovancev 
Zbiranje vzorcev semena je potekalo v Androloškem laboratoriju Ginekološke klinike. Vzorce 
smo shranili v sterilnih epruvetah, označenih z identifikacijskimi podatki preiskovancev v 
skladu s standardnimi postopki. Osnovna analiza semena (spermiogram) je bila izvedena v 
Androloškem laboratoriju Ginekološke klinike in jo je pri večini preiskovancev pred tretiranjem 
in po njem s pripravkom oz. placebom ocenjevala samo ena oseba. MMP in fragmentacijo DNK 
semenčic smo določili na Inštitutu za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske fakultete 
Univerze v Ljubljani. Preiskovanci so bili nato napoteni še v laboratorij Klinike za nuklearno 
medicino Univerzitetnega kliničnega centa Ljubljana za oddajo krvnega vzorca, namenjenega 
določitvi vrednosti FSH v serumu. 
 
3.8 Osnovna analiza semena: spermiogram 
Preiskovanci so oddali seme po 2- do 5-dnevni spolni vzdržnosti. Analiza semena je bila 
opravljena v skladu s smernicami SZO iz leta 2010 (10). Uporabljeni so bili standardni 
laboratorijski postopki, skladno z omenjenimi smernicami. Koncentracijo, skupno število, 
gibljivost in morfologijo semenčic smo ocenjevali v skladu z mednarodnimi standardi za 
laboratorijske mikroskopske analize semena (145). 
Koncentracijo semenčic v vzorcu, ki smo ga predhodno fiksirali, smo določili s štetjem v 
Neubauerjevi števni komori z znano prostornino. Podali smo jo v milijonih semenčic na 
mililiter semena.  
Gibljivost semenčic smo določili najpozneje eno uro po izlivu, in sicer mikroskopsko, pod        
400-kratno povečavo. Pod mikroskopom smo pregledali vsaj 10–15 po naključju izbranih polj. 
Semenčice smo ločili na gibljive v smeri (hitre in počasne), gibljive na mestu in negibljive ter 
ocenili njihove deleže (v odstotkih).  
Za oceno morfologije semenčic smo vzorec semena nanesli na predmetno steklo, preparat 
obarvali po Papanicolaouju in ga pregledali pod mikroskopom. Ocenjevali smo morfologijo 
glave, vratu in repa semenčic. Uporabili smo oceno, ki temelji na strogih merilih po Krügerju. 
Po tej metodi je najnižja normalna vrednost morfologije semenčic pri plodnem moškem 14 % 
(11). 
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3.9 Določanje mitohondrijskega membranskega potenciala (MMP) semenčic 
MMP semenčic smo določili s karbocianinskim fluorokrom DiOC6(3), ki se zaradi kationskega 
in lipofilnega značaja kopiči v mitohondrijih v odvisnosti od njihovega transmembranskega 
potenciala. Zmanjšano obarvanje celic z DiOC6(3) kaže na upadanje MMP semenčic in motnje 
v integriteti njihovih celičnih organelov (67). Za kvantifikacijo DNK smo uporabljali 
znotrajcelično barvilo propidijev jodid (angl. propidium iodide), ki omogoča določanje deleža 
mrtvih celic. Intenziteto obarvanosti smo izmerili s pretočno citometrijo. Ko je delež semenčic 
z normalnim MMP več kot 60 %, govorimo o normalnih vrednostih. 
 
3.10 Določanje fragmentacije DNK v semenčicah 
Fragmentacijo DNK v semenčicah smo določali z metodo TUNEL, to je z označevanjem 
fragmentirane DNK s terminalno deoksinukleotidil transferazo in označenim dUTP. Z njo 
identificiramo eno- in dvoverižne fragmente DNK tako, da z modificiranimi nukleotidi 
označimo prosti 3'-OH-konec v encimski reakciji z encimom TdT. Ta katalizira polimerizacijo 
označenih nukleotidov na 3'-OH-konec DNK, ne glede na matrico. Fragmentacija DNK, ki jo 
določimo z metodo TUNEL, je normalna, kadar je delež semenčic s fragmentirano DNK manj 
kot 20 % (89).  
 
3.11 Določanje koncentracije FSH v serumu 
Vrednosti FSH v serumskih vzorcih smo določali s kemiluminiscenčno imunometrično metodo 
(36). Normalne vrednosti FSH za moške se gibljejo med 0,7 in 11,1 E/L (146).  
 
3.12 Velikost vzorca preiskovancev 
Za izračun zadostnega števila preiskovancev smo v študijski skupini predvideli porast v 
koncentraciji semenčic za 34 %, tako kot so to ugotovili v edini do sedaj objavljeni klinični 
raziskavi z astaksantinom (140). Ob tej predpostavki bi s 95 % zanesljivostjo in pri 80 % 
statistični moči v vsaki skupini (študijska in kontrola skupina) potrebovali po 32 preiskovancev. 
Imamović Kumalić S.                             Vpliv peroralnega jemanja antioksidantov na kakovost semena 
 
 28 
Ob upoštevanju možnosti izstopa iz raziskave smo tako v vsako skupino vključili po 40 
preiskovancev.   
 
3.13 Statistična analiza podatkov 
Normalno porazdeljene spremenljivke v študijski in kontrolni skupini smo primerjali s 
Studentovim t-testom za neodvisne vzorce, nenormalno porazdeljene spremenljivke pa z 
neparametričnim Mann-Whitneyjevim testom. Spremembe posameznih vrednosti med 
začetnim in končnim stanjem smo ovrednotili s parnim t-testom oz. neparametričnim 
Wilcoxonovim testom za nenormalno porazdeljene spremenljivke. Primerljivost skupin glede 
na okoljske obremenitve preiskovancev na delovnem mestu smo preverili s testom hi-kvadrat. 
Kot statistično pomembne smo upoštevali vrednosti p manj kot 0,05. Za vse statistične izračune 
smo uporabili računalniški program IBM SPSS Statistics, verzija 25 (IBM Corp, Armonk, NY). 
  




4.1 Vključevanje preiskovancev 
Od 256 vabljenih potencialnih preiskovancev jih skoraj polovica (126 oz. 49,2 %) ni želela 
sodelovati, 50 (19,5 %) pa jih ni ustrezalo vključitvenim merilom glede na pridobljeno 
anamnezo ob našem prvem stiku z njimi. Osemdeset preiskovancev (31,2 % vabljenih), ki so 
ustrezali vstopnim merilom, se je odločilo za sodelovanje v raziskavi, zato smo jih 
randomizirali (Slika 2).  
Slika 2: CONSORT-ov diagram poteka vključevanja preiskovancev v raziskavo s 
predstavljenimi vključitvenimi merili, randomizacijo in sledljivostjo preiskovancev. 
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Med raziskavo je osem (10 %) preiskovancev iz obeh skupin skupaj odstopilo od sodelovanja 
iz osebnih razlogov, tako da jih je raziskavo končalo 72. Na koncu smo analizirali vpliv jemanja 
pripravka pri 37 preiskovancih v študijski in pri 35 preiskovancih v kontrolni skupini.  
 
Med potekom raziskave nismo opazili neželenih učinkov jemanja antioksidantov. Zaradi 
skrajne oblike OA ± T (v spermiogramu prisotne samo posamezne gibljive in negibljive 
semenčice) pri skupno 27 preiskovancih nismo mogli narediti natančne ocene in statistične 
analize skupne gibljivosti in gibljivosti semenčic v smeri.  
 
 
4.2 Primerjava med študijsko in kontrolno skupino ob vstopu v raziskavo 
Ob vstopu v raziskavo med obema skupinama preiskovancev ni bilo statistično pomembnih 
razlik v epidemioloških značilnostih glede na podatke, pridobljene z vprašalnikom (starost, 
ITM, kajenje, izpostavljenost kemikalijam, UV-svetlobi, rentgenskim žarkom, visokim 
temperaturam in sedeče delo), kakor tudi ne v kakovosti semena (koncentracija, skupno število, 
gibljivost in morfologija semenčic, število levkocitov v semenu, MMP in fragmentacija DNK 
v semenčicah) in ravni FSH v serumu. S tem smo izključili vplive teh dejavnikov na kakovost 
semena ob vstopu v raziskavo (Tabela 4). 
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Tabela 4: Značilnosti preiskovancev ob vstopu v raziskavo. Predstavljeni so podatki o 
kakovosti semena in ravneh FSH v serumskih vzorcih v študijski (astaksantin +          
vitamin E) ter kontrolni (placebo) skupini. Rezultati so podani v obliki povprečnih 
vrednosti s pripadajočimi standardnimi odkloni (± SD) ali v odstotkih (%). Primerjave 
med skupinama smo izvedli s Studentovim t-testom, neparametričnim Mann-
Whitneyjevim testom in testom hi-kvadrat.		
Parameter Astaksantin 
+ vitamin E 
(n = 37) 
Placebo      
(n = 35) 
p-vrednost 
Starost (leta) 35,0 ± 5,2 36,4 ± 5,5 0,276 
ITM (kg/m2) 25,9 ± 3,8 27,1 ± 4,6 0,162 
Kajenje (št. cigaret/dan) 4,8 ± 6,8 3,6 ± 6,8 0,264 
Kemikalije (% izpostavljenih) 5,4 14,3 0,204 
UV (% izpostavljenih) 2,7 0 0,327 
RTG (% izpostavljenih) 0 11,4 0,051 
Visoke temperature (% izpostavljenih) 13,5 14,3 0,925 
Sedeče delo (% izpostavljenih) 45,9 40,0 0,611 
Koncentracija semenčic (x 106/ml) 6,9 ± 5,7 5,4 ± 5,8 0,297 
Skupno število semenčic (x 106/ejakulat) 23,9 ± 28,4 15,6 ± 21,0 0,164 
Gibljivost semenčic, skupna (%)* 29,9 ± 14,8 38,2 ± 14,8 0,063 
Gibljivost semenčic, v smeri (%)* 25,1 ± 14,5 33,3 ± 14,6 0,063 
Morfologija semenčic (% normalnih) 1,8 ± 2,1 1,9 ± 2,0 0,663 
Nepravilna glava semenčic 95,1 ± 16,2 97,5 ± 3,3 0,936 
Nepravilna vrat in srednji del semenčic 2,9 ± 16,4 0,2 ± 0,8 0,981 
Nepravilen rep semenčic 0,2 ± 0,6 0,5 ± 1,0 0,424 
Levkociti (L-peroksidaza, x 106/ml) 0,3 ± 0,3 0,5 ± 0,8 0,976 
MMP semenčic (%) 27,5 ± 18,5 26,9 ± 15,3 0,888 
Fragmentacija DNK (%) semenčic 50,5 ± 23,9 45,8 ± 21,8 0,424 
FSH v serumu 9,7 ± 7,8 9,2 ± 5,8 0,919 
Legenda: DNK – deoksiribonukleinska kislina; ITM – indeks telesne mase; FSH – folikle stimulirajoči hormon; 
MMP – mitohondrijski membranski potencial; RTG – rentgen; UV – ultravijolično. 
* Analizo skupne gibljivosti in gibljivosti semenčic v smeri smo lahko izvedli pri 25 od 37 preiskovancev iz 
študijske (astaksantin z vitaminom E) ter pri 20 od 35 preiskovancev iz kontrolne (placebo) skupine. 
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4.3 Primerjava med študijsko in kontrolno skupino po treh mesecih jemanja 
antioksidantov oz. placeba 
V obeh skupinah preiskovancev (študijska in kontrolna skupina) smo primerjali spremembe 
semenskih parametrov in serumskih vrednosti hormona FSH ob vstopu v raziskavo ter po treh 
mesecih jemanja astaksantina z vitaminom E oz. placeba. Trimesečno jemanje astaksantina z 
vitaminom E ni povzročilo statistično pomembnih razlik oz. izboljšanja – niti pri parametrih 
kakovosti semena/semenčic niti v serumskih koncentracijah FSH v študijski in kontrolni 
skupini (Tabela 5), razen v koncentraciji in skupnem številu semenčic v kontrolni skupini. 
Opazili smo težnjo po višji koncentraciji in višjem skupnem številu semenčic tudi v študijski 
skupini, ki pa ni bila statistično pomembna (Slika 3). 
 
Slika 3: Grafični prikaz sprememb, nastalih v skupnem številu in koncentraciji semenčic 
v študijski (astaksantin + vitamin E) in kontrolni (placebo) skupini preiskovancev. 
Rezultati so podani kot povprečne vrednosti. 
 
 
Legenda: KS – kontrolna skupina, ŠS – študijska skupina   









0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
KS - KONCENTRACIJA SEMENČIC (x106 /ml) *
KS - SKUPNO ŠTEVILO SEMENČIC (x106 /ml) *
ŠS - KONCENTRACIJA SEMENČIC (x106 /ml)
ŠS - SKUPNO ŠTEVILO SEMENČIC (x106 /ml)
VSTOP PO 3 MES
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Tabela 5: Primerjava parametrov kakovosti semena in koncentracije FSH v serumu ob 
vstopu v raziskavo in po treh mesecih jemanja antioksidantov. Predstavljeni so podatki o 
študijski (astaksantin + vitamin E) in kontrolni (placebo) skupini preiskovancev.	Rezultati 
so podani kot povprečne vrednosti s pripadajočimi standardnimi odkloni (± SD) ali v 
odstotkih (%). Primerjave med vrednostmi, določenimi ob vstopu in po treh mesecih 
trajanja raziskave, smo izvedli s parnim t-testom oz. z neparametričnim Wilcoxonovim 
testom.   
 
Parameter Astaksantin + vitamin E (n = 37) Placebo (n = 35) 









semenčic        
(x 106/ml) 




24,6 ± 28,6 31,7 ± 33,4 0,186 16,0 ± 21,1 38,4 ± 69,2 0,002 
Gibljivost 
semenčic (%)* 32,3 ± 14,0 37,9 ± 14,7 0,172 38,0 ± 15,0 43,1 ± 12,8 0,164 
Gibljivost 
semenčic,             
v smeri (%)* 
27,3 ± 14,0 33,0 ± 14,7 0,171 33,1 ± 14,7 38,1 ± 12,8 0,176 
Morfologija 
semenčic 
1,8 ± 2,1 1,6 ± 1,4 0,471 1,9 ± 2,0 2,0 ± 01,7 0,913 
Nepravilna glava 
semenčic 95,1 ± 16,2 97,8 ± 2,2 0,785 97,5 ± 3,3 97,2 ± 2,7 0,836 
Nepravilna vrat    
in srednji del 
semenčic 
2,9 ± 16,4 0,2 ± 0,7 0,916 0,2 ± 0,8 0,3 ± 0,8 0,472 
Nepravilen rep 
semenčic 
0,2 ± 0,6 0,4 ± 0,9 0,253 0,5 ± 1,0 0,5 ± 0,9 0,872 
Levkociti          
(L-peroksidaza,      
x106 /ml) 
0,3 ± 0,3 0,5 ± 0,7 0,155 0,5 ± 0,8 0,6 ± 0,9 0,365 
MMP (%) 
semenčic 




50,5 ± 23,9 51,2 ± 17,9 0,958 45,8 ± 21,8 49,8 ± 16,9 0,116 
FSH (IE/L)          
v serumu 9,7 ± 7,8 10,0 ± 8,3 0,200 9,2 ± 5,8 9,7 ± 6,5 0,345 
Legenda: DNK – deoksiribonukleinska kislina; FSH – folikle stimulirajoči hormon; MMP – mitohondrijski 
membranski potencial. 
* Analizo skupne gibljivosti in gibljivosti v smeri smo lahko izvedli pri 25 od 37 preiskovancev iz študijske 
(astaksantin z vitaminom E) in pri 20 od 35 preiskovancev iz kontrolne (placebo) skupine. 
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4.4 Vključevanje preiskovancev v obe primerjani skupini glede na letni čas 
Zaradi opažene razlike v koncentraciji semenčic v kontrolni skupini smo izvedli še analizo 
vključevanja preiskovancev v obe skupini glede na letni čas (Tabela 6).  
Tabela 6: Število preiskovancev v študijski (astaksantin + vitamin E) in kontrolni 
(placebo) skupini glede na njihovo vključitev v raziskavo v določenem letnem času. Za 
statistično primerjavo smo uporabili test hi-kvadrat. 
 
Letni čas  Astaksantin + 
vitamin E (n = 37) 
Placebo                      
(n = 35) 
p-vrednost 
Zima/pomlad 19 18 
0,995 
Poletje/jesen 18 17 
Legenda: zima – od decembra do februarja; pomlad – od marca do maja; poletje – od junija do avgusta; jesen – 
od septembra do novembra.    
 
Ugotovili smo, da med primerjanima skupinama (študijska in kontrolna skupina) ni bilo 
statistično pomembnih razlik pri vključevanju preiskovancev glede na letni čas. 
 
4.5 Povezanost dejavnikov na delovnem mestu z značilnostmi preiskovancev, kakovostjo 
semena in ravnjo FSH v serumskih vzorcih  
Ob vstopu v raziskavo smo analizirali tudi anamnestično izpostavljenost obeh skupin oz. 
celotne populacije preiskovancev zunanjim dejavnikom na delovnem mestu. Zaradi 
nenormalno porazdeljenih spremenljivk smo uporabili neparametrični Mann-Whitneyjev test. 
Preiskovanci, ki so bili glede na izpolnjen vprašalnik na delovnem mestu izpostavljeni 
kemikalijam ali visokim temperaturam, so imeli statistično značilno višjo vrednost ITM               
(p = 0,038, p = 0,006). Tisti pa, ki so imeli pretežno sedeče delo, so bili statistično značilno 
starejši (p = 0,021). Ugotovili smo, da izpostavljenost kemikalijam, UV-svetlobi, rentgenskim 
žarkom in sedenju na delovnem mestu ni bila povezana s kakovostjo semena pri preiskovancih 
(Tabela 7).  
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Tabela 7: Povezanost dejavnikov na delovnem mestu vseh v raziskavo vključenih 
preiskovancev (n = 72) z njihovimi značilnostmi, kakovostjo njihovega semena in ravnjo 
serumskega FSH ob vstopu v raziskavo. Predstavljene so p-vrednosti, določene z Mann-
Whitneyjevim testom.   
 




Starost (leta) 0,886 0,583 0,577 0,123 0,021 
ITM (kg/m2) 0,038 0,139 0,371 0,006 0,891 
Kajenje (št. cigaret/dan) 0,705 0,444 0,179 0,211 0,984 
Koncentracija semenčic (x 106/ml) 0,604 0,087 0,872 0,980 0,865 
Skupno število semenčic 
(106/ejakulat) 0,968 0,145 0,527 0,714 0,827 
Gibljivost semenčic, skupna (%) 0,586 0,444 0,472 0,738 0,943 
Gibljivost semenčic, v smeri (%) 0,586 0,444 0,472 0,738 0,943 
Morfologija semenčic                   
(% normalnih) 
0,133 0,722 0,859 0,278 0,856 
Nepravilna glava semenčic 0,492 0,889 0,713 0,384 0,559 
Nepravilna vrat in srednji del 
semenčic 0,513 0,917 0,561 0,892 0,661 
Nepravilen rep semenčic 0,762 0,806 0,749 1,000 0,570 
Levkociti (L-peroksidaza, x 106/ml) 0,796 0,528 0,070 0,416 0,236 
MMP semenčic (%) 0,864 0,833 0,055 0,608 0,909 
Fragmentacija DNK semenčic (%) 0,068 0,833 0,425 0,345 0,860 
FSH (IE/L) v serumu 0,258 0,889 0,358 0,425 0,460 
Legenda: DNK – deoksiribonukleinska kislina; ITM – indeks telesne mase; FSH – folikle stimulirajoči hormon; 
MMP – mitohondrijski membranski potencial; RTG – rentgen; UV – ultravijolična svetloba. 
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4.6 Povezava epidemioloških dejavnikov s kakovostjo semena in serumsko ravnjo FSH 
pri preiskovancih 
Pri vseh preiskovancih smo ob vstopu v raziskavo preverili morebitno povezavo med kajenjem, 
starostjo in ITM ter kakovostjo njihovih semenčic in serumsko ravnjo FSH. Ugotovili smo, da 
omenjeni epidemiološki dejavniki niso vplivali na kakovost semena/semenčic in izmerjene 
vrednosti FSH v serumskih vzorcih (Tabela 8).  
 
Tabela 8: Povezava epidemioloških dejavnikov vseh v raziskavo vključenih preiskovancev 
(n = 72) s kakovostjo njihovega semena in serumsko ravnjo FSH ob vstopu v raziskavo. 
Navedene so p-vrednosti, določene z Mann-Whitneyjevim testom. 
 
Parametri Kajenje Starost ³ 40 let ITM              
³ 30 kg/m2 
Koncentracija semenčic (x 106/ml) 0,966 0,090 0,317 
Skupno število semenčic 
(x 106/ejakulat) 
0,584 0,638 0,264 
Gibljivost semenčic, skupna (%) 0,646 0,743 0,716 
Gibljivost semenčic, v smeri (%) 0,646 0,743 0,716 
Morfologija semenčic (%) 0,526 0,800 0,523 
Nepravilna glava semenčic 0,887 0,833 0,836 
Nepravilna vrat in srednji del 
semenčic 
0,828 0,495 0,181 
Nepravilen rep semenčic 0,124 0,212 0,982 
Levkociti (L-peroksidaza, x 106/ml) 0,323 0,677 0,179 
MMP semenčic (%) 0,651 0,218 0,857 
Fragmentacija DNK semenčic (%) 0,703 0,125 0,557 
FSH  v serumu (IU/L) 0,120 0,530 0,438 
Legenda: DNK – deoksiribonukleinska kislina; ITM – indeks telesne mase; FSH – folikle stimulirajoči hormon; 
MMP – mitohondrijski membranski potencial. 
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4.7 Povprečna starost partnerk, stopnja zanositve ter izidi nosečnosti po oploditvi z 
biomedicinsko pomočjo z metodo ICSI ob vstopu v postopek in v treh mesecih po jemanju 
antioksidantov ali placeba  
V prvih treh mesecih po jemanju antioksidantov ali placeba je v postopke ICSI vstopilo                   
19 parov iz študijske (astaksantin + vitamin E) in 17 iz kontrolne (placebo) skupine. Povprečna 
starost partnerk v študijski (34,0 ± 3,6 leta) je bila praktično enaka tisti v kontrolni skupini        
(34,9 ± 5,0 leta; p = 0,507). S testom hi-kvadrat smo dokazali, da med študijsko in kontrolno 
skupino po prenosu svežih zarodkov ni bilo statistično pomembnih razlik glede stopnje 
zanositve in spontanih splavov ter porodov (Tabela 9). 
 
Tabela 9: Stopnja zanositve in izidi nosečnosti po oploditvi z metodo ICSI s prenosom 
svežih zarodkov. Prikazane so primerjave stopenj zanositve ob vstopu v ta postopek, in 
sicer v prvih treh mesecih po jemanju astaksantina in vitamina E ali placeba, ter števila 
nadaljnjih spontanih splavov in porodov partnerk preiskovancev v obeh primerjanih 
skupinah. Navedene so p-vrednosti, določene s testom hi-kvadrat. 
 
 Astaksantin  
in vitamin E (n = 19) 
Placebo (n = 17)  
p-vrednost 
 število % število % 
Zanositve/začeti 
postopek   8 42,1 6 35,3 0,435 
Spontani splavi/število 
nosečnosti  3 37,5 3 50,0 0,640 
Porodi/začeti postopek  5 26,3 3 17,6 0,532 
  




Naša raziskava je prva izvedena klinična raziskava do sedaj o vplivu astaksantina z dodanim 
vitaminom E na kakovost semena pri pacientih z oligoastenoteratozoospermijo, ki se zdravijo 
zaradi neplodnosti.  
 
5.1 Preiskovanci 
Ob vstopu v raziskavo sta bili študijska (astaksantin + vitamin E) in kontrolna (placebo) skupina 
preiskovancev primerljivi, tako po številu preiskovancev kot po njihovih epidemioloških 
značilnostih. Tako je bilo v skupino, ki je prejemala astaksantin in vitamin E, vključenih 40, v 
kontrolno skupino pa prav tako 40 preiskovancev. Med raziskavo je osem (10 %) 
preiskovancev, in sicer trije iz študijske in pet iz kontrolne skupine, odstopilo od sodelovanja 
iz osebnih razlogov, tako da jih je raziskavo končalo 72. Na koncu smo torej analizirali vpliv 
jemanja pripravka z antioksidantoma pri 37 preiskovancih v študijski in pri 35 v kontrolni 
(placebo) skupini. 
Za izračun statistično zadostnega števila preiskovancev smo v študijski skupini predvideli 
porast v koncentraciji semenčic za 34 %, tako kot so poročali v edini do sedaj objavljeni klinični 
raziskavi z astaksantinom (140). Ob tej predpostavki bi s 95 % zanesljivostjo in z 80 % 
statistično močjo v vsaki skupini potrebovali vsaj 32 preiskovancev. Zaradi izstopov iz 
raziskave med njenim trajanjem smo na koncu v študijski skupini obravnavali 37, v kontrolni 
skupini pa 35 preiskovancev. Glede na prej navedena merila smo tako v vsako skupino vključili 
zadostno število preiskovancev za statistično zanesljivo dokazovanje morebitnih sprememb 
preučevanih parametrov. Poleg tega pa je bilo število preiskovancev, ki so sodelovali v naši 
raziskavi, večje v primerjavi s podobnimi, s placebom nadzorovanimi študijami učinkov drugih 
antioksidantov (116, 117, 120, 147). 
Ob vstopu v raziskavo med obema primerjanima skupinama preiskovancev ni bilo statistično 
pomembnih razlik niti v epidemioloških značilnostih, ki smo jih opredelili glede na pridobljene 
podatke z vprašalnikom (starost, ITM, kajenje, izpostavljenost kemikalijam, UV-svetlobi, 
rentgenskim žarkom, visokim temperaturam in sedečemu delu), niti v kakovosti njihovega 
semena (koncentracija, skupno število, gibljivost in morfologija semenčic, število levkocitov v 
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semenu, MMP ter fragmentacija DNK v semenčicah) in v serumski ravni FSH. S tem smo 
izključili morebitne vplive teh dejavnikov na kakovost semena ob vstopu v raziskavo. 
 
5.2 Metode dela 
Spremembe v kakovosti semena in pri serumskih vrednostih FSH smo ponovno ugotavljali po 
treh mesecih jemanja astaksantina z vitaminom E v študijski skupini oz. placeba v kontrolni 
skupini. Celotni ciklus spermatogeneze traja nekaj manj kot 90 dni, pri čemer je za sam razvoj 
od spermatogonija do zrele spermatide potrebnih približno 74 dni, v naslednjih 12 dneh pa se 
zrele spermatide kot semenčice sprostijo iz semenskega epitelija v svetlino zvitih semenskih 
cevk (148, 149). Zato menimo, da je bil časovni okvir opazovanja sprememb kakovosti semena 
in serumskih vrednosti FSH primeren.  
 
Za osnovno analizo semena smo uporabili standarde laboratorijske metode, poleg tega pa je 
testiranje pri večini preiskovancev pred jemanjem pripravka z antioksidantoma oz. placeba in 
po njem izvedla samo ena oseba. Tako smo v danih razmerah zmanjšali možnost laboratorijskih 
napak na najmanjšo možno mero.  
 
5.3 Statistične analize 
Za primerjavo normalno porazdeljenih spremenljivk v študijski in kontrolni skupini smo 
uporabili Studentov t-test za neodvisne vzorce, za nenormalno porazdeljene spremenljivke pa 
neparametrični Mann-Whitneyjev test. Spremembe posameznih vrednosti med začetnim in 
končnim stanjem smo ovrednotili s parnim t-testom oz. Wilcoxonovim testom, kadar so bile 
spremenljivke porazdeljene nenormalno. Primerljivost študijske in kontrolne skupine glede 
okoljskih obremenitev na delovnem mestu smo ugotavljali s testom hi-kvadrat. Menimo, da so 
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5.4 Vsebnost vitamina E v peroralnem pripravku in njegovi vplivi 
V naši raziskavi je bil dnevni odmerek astaksantina enak kot v podobni klinični študiji, ki so jo 
leta 2005 opravili Comhaire in sod. in v kateri so opazili njegove pozitivne učinke na kakovost 
semena preiskovancev (140). V pripravku Astasan, ki smo ga uporabili v naši raziskavi, pa je 
bil astaksantinu dodan vitamin E, vendar v nižji koncentraciji kot v drugih primerljivih 
raziskavah, saj ga je proizvajalec dodal zaradi stabilizacije sredice kapsule. Odmerki vitamina 
E, ki jih uporabljajo za zdravljenje moške neplodnosti, so po navadi višji, in sicer do 600 mg 
(150) ali celo do 1 g (85, 121). V našem primeru je bil dnevni odmerek vitamina E 40 mg, kar 
je vsaj desetkrat manj kot v primerljivih raziskavah. Zato predvidevamo, da je bil njegov učinek 
zanemarljiv, še posebej če upoštevamo, da ima astaksantin v pripravku Astasan do 100-krat 
višjo antioksidativno aktivnost od dodanega vitamina E.  
 
5.5 Vpliv astaksantina z vitaminom E na koncentracijo, gibljivost ter MMP semenčic – 
primerjava z dosedanjimi raziskavami 
Naši rezultati so nasprotni tistim, ki so jih pridobili v edini podobni klinični raziskavi, izvedeni 
pred tem. V tej raziskavi so ugotovili značilno izboljšanje koncentracije inhibina B, linearne 
hitrosti semenčic, ravni ROS in stopnje zanositve po jemanju enakih odmerkov astaksantina 
kot v naši raziskavi (140). V primerjavi z nami so v omenjeno raziskavo vključili bistveno manj 
preiskovancev, in sicer 11 v študijsko skupino, ki je prejemala astaksantin, in 19 v kontrolno 
skupino. Poleg tega preiskovancev v študijo niso vključili na podlagi predhodno izvedenega 
spermiograma, ampak le na osnovi anamneze neplodnosti v obdobju najmanj 12 mesecev pred 
začetkom raziskave. Prav tako tudi pri njihovih partnerkah po predhodnih diagnostičnih 
postopkih, povezanih z neplodnostjo, niso ugotavljali vzroka za neplodnost (140).  
 
V naši raziskavi pri preiskovancih, ki so prejemali kombinacijo astaksantina in vitamina E, ni 
bilo statistično značilnega izboljšanja osnovnih parametrov kakovosti semena, prav tako ne 
izboljšanja deleža semenčic z normalnimi vrednostmi MMP. Vrednosti MMP so bile 
razmeroma nizke, kar je značilno za semenčice slabše kakovosti, to pa je povezano z 
neuspešnimi postopki OBMP (51, 54). 
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Do sedaj opravljene raziskave o vplivu različnih antioksidantov v kombinaciji z vitaminom E 
se razlikujejo glede na vrsto, odmerke in trajanje uživanja uporabljenih antioksidantov ter 
značilnosti preiskovancev. Ugotovili so, da je L-karnitin v kombinaciji s CoQ10, vitaminoma 
E (10 mg) in C ter cinkom in selenom izboljšal koncentracijo, gibljivost in morfologijo 
semenčic (151). Tudi kombinacija L-karnitina in vitamina E je izboljšala gibljivost semenčic 
(152). Kombinaciji papaje, betaglukana, laktoferina, vitaminov C in E (5 mg) (108) v eni ter 
selena in vitamina E 400 IE v drugi študiji (153) pa sta statistično značilno izboljšali 
morfologijo semenčic. Do sedaj objavljene klinične raziskave na človeku, v okviru katerih so 
določali tudi MMP, pa niso pokazale ugodnega vpliva antioksidantov na MMP semenčic. Tako 
kot v naši raziskavi tudi jemanje 60 mg žafrana dnevno (154) ali kombinacije več 
antioksidantov (vitamini A, C, D, E, selen, cink, klomifen citrat, folna kislina, L-karnitin)          
(124–126) niso statistično značilno izboljšale kakovosti semena pri preiskovancih.  
 
Odpira se vprašanje, ali bi se v naši raziskavi ob večjih odmerkih ali daljšem jemanju 
kombinacije astaksantina in vitamina E morda izboljšala kakovost semena preiskovancev, še 
posebej ker smo v študijski skupini opazili tendenco višje koncentracije semenčic v semenskem 
izlivu po trimesečnem jemanju astaksantina in vitamina E (Slika 3). 
 
5.6 Vpliv astaksantina z vitaminom E na integriteto DNK v jedrih semenčic 
Obseg fragmentacije DNK v semenčicah preiskovancev je bil v naši raziskavi zelo velik, kar 
potrjuje, da so ti ustrezali merilom za težko obliko moške neplodnosti, z zmanjšano plodnostjo 
in posledično manjšo uspešnostjo zunajtelesne oploditve (82). V naši raziskavi ni bilo niti v 
študijski niti v kontrolni skupini zmanjšanja deleža semenčic s fragmentirano DNK po treh 
mesecih jemanja antioksidantov, vrednosti pa so se celo še nekoliko zvišale v primerjavi s 
tistimi, določenimi ob vstopu v študijo.  
 
V literaturi pa poročajo, da sta kitajsko zdravilo Xuanju z vitaminom E (122) ter kombinacija 
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5.7 Vpliv astaksantina z vitaminom E na serumske koncentracije hormona FSH  
Povprečne vrednosti FSH v serumskih vzorcih preiskovancev so bile v celotni populaciji 
preiskovancev razmeroma visoke, kar kaže na porušeno delovanje hipofizno-gonadne osi in 
posledično hipogonadizem s pomembnimi napakami v spermatogenezi. Povišane vrednosti 
serumske ravni FSH pri moških z azoospermijo ali težko oligozoospermijo pa so znak poškodbe 
epitela semenskih cevk (91). Tudi ti izsledki potrjujejo dejstvo, da spada populacija naših 
preiskovancev v skupino s težko obliko moške neplodnosti (OAT). Zato menimo, da bi bile 
morebitne nadaljnje raziskave učinkov kombinacije astaksantina in vitamina E bolj smiselne 
pri preiskovancih z blažjimi oblikami moške neplodnosti, kot sta asteno- ali 
astenoteratozoospermija, ki bi verjetno lahko imeli večje koristi od tega, pri čemer pa tudi pri 
njih še vedno ne moremo pričakovati izboljšanja v številu semenčic.  
 
5.8 Učinek placeba 
V naši raziskavi bi bilo lahko opaženo izboljšanje koncentracije semenčic v kontrolni skupini 
po treh mesecih jemanja placeba posledica ugodnega psihološkega vpliva. Obstaja namreč 
povezava med stopnjo pričakovanj in močjo učinkovanja placeba (156, 157). Na pričakovanja 
lahko vplivamo z načinom podajanja verbalne informacije, videzom zdravila, preteklimi 
izkušnjami ter odnosom med pacientom in zdravnikom (158). Kakorkoli, do sedaj objavljeni 
podatki o vplivu peroralnih antioksidantov na kakovost semena (106, 159) niso pokazali 
nikakršnega pozitivnega učinka placeba v raziskavah, ki so vključevale kontrolno skupino 
moških, ki so jih prejemali. Po drugi strani pa bi lahko na kakovost semena vplivale tudi naravne 
in sezonske spremembe. Dokazali so namreč, da sta koncentracija in skupno število semenčic 
značilno nižja v poletnem in jesenskem času, višja pa v obdobju med zimo in pomladjo        
(160–162). Preiskovance smo zato v našo raziskavo vključevali enakomerno skozi vse leto, s 
čimer smo izključili vpliv letnih časov oz. sezone na kakovost semena. Glede na velikost vzorca 
oz. razmeroma majhno število vključenih preiskovancev pa so naše ugotovitve v skupini, ki je 
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5.9 Epidemiološki dejavniki  
Ob vstopu v raziskavo med obema skupinama preiskovancev ni bilo statistično pomembnih 
razlik v izpostavljenosti epidemiološkim dejavnikom, tako da smo lahko popolnoma izključili 
njihov vpliv na kakovost semena. Z našo raziskavo smo na podlagi anamnestičnih podatkov, 
pridobljenih z vprašalnikom, pokazali pozitivno povezavo med izpostavljenostjo kemikalijam 
in visokim temperaturam na delovnem mestu ter vrednostmi ITM preiskovancev. Zvišana 
vrednost ITM vpliva negativno na koncentracijo (163, 164), gibljivost semenčic (164, 165) in 
morfologijo semenčic ter vrednost MMP in fragmentacijo DNK (166). Predvidevajo, da je 
izpostavljenost kemikalijam v okolju v različnih življenjskih obdobjih, od zarodka do 
odraslosti, v interakciji z nekaterimi mehanizmi endokrinega signaliziranja ali pa vpliva na 
serumske ravni presnovnih (metabolnih) hormonov, kar posledično vodi v debelost (167–169). 
Izpostavljenost zunanjim temperaturam igra pomembno vlogo v aktivnosti rjavega maščevja 
(BAT, angl. brown adipose tissue). Izpostavljenost mrazu stimulira termogeno aktivnost BAT, 
daljša izpostavljenost termalnemu udobju pa vodi v znižano aktivnost oz. izgubo aktivnosti 
BAT, s čimer se zniža poraba energije, to pa lahko spodbuja razvoj debelosti (170–172). Zato 
bi nadaljnje raziskave o vplivu okolja ali razmer na delovnem mestu na moško (ne)plodnost 
lahko privedle do pomembnih ugotovitev.  
 
5.10 Oligo-asteno-teratozoospermija (OAT) 
Ugotovili smo, da peroralno jemanje pripravka astaksantina in vitamina E ni izboljšalo 
kakovosti semena pri moških z OAT. Posledično niti ni bilo razlike v stopnji zanositve po 
oploditvi z biomedicinsko pomočjo (ICSI) v treh mesecih po končanem jemanju antioksidantov 
v študijski ali placeba v kontrolni skupini. Pri tem moramo poudariti, da so bili preiskovanci 
moški z najtežjo obliko moške neplodnosti (z izjemo azoospermije), ki imajo zelo slabo 
kakovost semena in bi najbolj potrebovali izboljšanje za večjo uspešnost postopka zunajtelesne 
oploditve. V naši raziskavi smo v primerjavi s prejšnjimi s placebom nadzorovanimi 
raziskavami o vplivih peroralnih antioksidantov na kakovost semena, objavljenimi od leta 2007 
do danes (tabela 2), ki so pri vključevanju preiskovancev sledile merilom SZO iz leta 1999, 
upoštevali merila SZO iz leta 2010. Po merilih SZO iz leta 1999 je OAT opredeljena kot stanje, 
pri katerem je koncentracija semenčic manj kot 20 x 106 na ml, pri čemer jih je manj kot 50 % 
gibljivih in manj kot 14 % morfološko normalnih (173). Poudariti je treba, da je SZO leta 1999 
podala povprečne vrednosti značilnosti semena, ki jih je določila pri plodnih moških, pri tem 
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pa ni natančno opredelila referenčne populacije. Manjkale so nižje vrednosti, pod katerimi 
lahko moškega ocenimo za neplodnega (174, 175). Z merili SZO iz leta 2010 se je meja, ki loči 
plodne moške od neplodnih, pomaknila navzdol: OAT je opredeljena kot stanje, pri katerem je 
koncentracija semenčic manj kot 15 x 106 na ml, pri čemer jih je manj kot 40 % gibljivih (oz. 
32 % gibljivih v smeri) in jih je manj kot 4 % morfološko normalnih (10). Tisti, ki so bili glede 
na merila iz leta 1999 kategorizirani kot »slabi«, so po novejših merilih iz leta 2010 postali 
»dobri« oz. plodni. Preiskovanci, vključeni v našo raziskavo, so imeli poleg slabih izvidov 
osnovnih parametrov semena tudi nizke vrednosti MMP in visok odstotek fragmentirane DNK 
v semenčicah. Zato ugotavljamo, da smo v našo raziskavo, v primerjavi s primerljivimi 
dosedanjimi raziskavami, vključili populacijo moških z najtežjo obliko neplodnosti, pri katerih 
pa se je pokazalo, da kombinacija antioksidanta astaksantina z vitaminom E ni izboljšala 
kakovosti semena.  
 
Podatki iz literature navajajo, da so na stopnjo spontane zanositve statistično pomembno 
vplivale kombinacije klomifen citrata in vitamina E (112), L-karnitina in vitamina E (151, 155) 
ter selena z vitaminom E (152), na stopnjo zanositve po ICSI pa pripravek Menevit (108) ter 
kombinacija vitamina C in E (121). V našo raziskavo smo vključili populacijo moških, ki glede 
na razpoložljive podatke ni bila pogosto raziskovana z vidika uporabe antioksidantov. 
Literatura tudi navaja, da so lahko semenčice pri teh moških slabše kakovosti, vključno z 
genetskimi nepravilnostmi (6, 13–18), česar pa antioksidanti morda ne morejo izboljšati. Ni pa 
izključeno, da terapija z antioksidanti, ki smo jo uporabili v naši raziskavi, ne bi bila uspešna 
pri moških z lažjimi oblikami neplodnosti oz. pri tistih z razmeroma boljšo kakovostjo semena. 
 
5.11 Prednosti in slabosti naše raziskave 
Prednost naše prospektivne, dvojno slepe raziskave je v dobri randomizaciji preiskovancev za 
zdravljenje s kombinacijo astaksantina in vitamina E oz. placebom. Preiskovance smo 
vključevali v raziskavo na osnovi njihovih predhodnih spermiogramov, pri čemer je vse 
pregledal izkušen androlog. Pred izvedbo raziskave smo določili stroga izključitvena merila. 
Glede na vstopne kriterije bi lahko rekli, da je bila študijska skupina homogena, saj so vsi 
preiskovanci ustrezali merilom za OAT glede na merila SZO iz leta 2010. V kontrolni skupini 
sta omenjenim kriterijem ustrezali dve tretjini preiskovancev, pri čemer je bila povprečna 
vrednost gibljivosti njihovih semenčic v smeri tik nad referenčno vrednostjo (33,1 ± 14,7 %), 
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vrednost skupne gibljivosti pa pod njo. Ugotovimo lahko torej, da je bila tudi kontrolna skupina 
homogena.  
 
Naša raziskava je imela tudi določene omejitve oz. slabosti. Velik del preiskovancev je imel 
težko obliko OAT in posledično zelo slabo kakovost semena z zelo redkimi semenčicami, 
zaradi česar pri njih nismo mogli izvesti natančne analize njihove koncentracije in gibljivosti. 
Druga slabost naše raziskave pa je, da nimamo podatkov o rednem jemanju pripravka s strani 
preiskovancev. Tako ne moremo z gotovostjo trditi, da so vsi preiskovanci v resnici jemali 
pripravek, kot jim je bilo naročeno, čeprav so sicer trdili, da je bilo tako. Po končanem jemanju 
nismo določali ravni astaksantina oz. njegovega metabolita v njihovi krvi.  
 
5.12 Originalen prispevek raziskave k znanosti 
Raziskava pomembno prispeva k znanosti, ker: 
• je prva randomizirana in s placebom kontrolirana klinična raziskava o vplivih 
astaksantina z vitaminom E na kakovost semena pri moških s težko obliko neplodnosti 
oz. OA ± T, 
• z njo nismo potrdili pozitivnega učinka peroralne uporabe astaksantina in vitamina E 
na kakovost semena pri pacientih z OA ± T. 
Rezultati raziskave so bili v obliki članka z naslovom “Effect of the Oral Intake of Astaxanthin 
on Semen Parameters in Patients with Oligo-Astheno-Teratozoospermia: A Randomized 
Double-Blind Placebo-Controlled Trial” sprejeti v objavo v reviji Radiology and Oncology 
(faktor vpliva – IF za leto 2019: 1,746).  
  
  




Trimesečno peroralno jemanje pripravka 16 mg astaksantina s 40 mg vitamina E ni izboljšalo 
kakovosti semena pri preiskovancih z OA ± T. V okviru raziskave nismo ugotovili statistično 
značilnih sprememb v osnovnih parametrih kakovosti semena, vrednostih MMP in 
fragmentaciji DNK semenčic ter vrednostih serumskih koncentracij FSH pri preiskovancih po 
peroralnem jemanju pripravka astaksantina z vitaminom E v primerjavi s placebom. 
 
Z raziskavo smo ovrgli hipoteze, da terapija s peroralnim pripravkom, ki vsebuje kombinacijo 
astaksantina in vitamina E: 
• izboljša koncentracijo in gibljivost ter vrednosti MMP semenčic v semenu; 
• izboljša integriteto DNK oz. zmanjša njeno fragmentacijo v semenčicah v semenu; 
• zniža serumske koncentracije hormona FSH pri moških z OA ± T.   
 
Naše ugotovitve so pomembne za nadaljnje zdravljenje in svetovanje pacientom z OA ± T glede 
možnosti izboljšanja kakovosti njihovega semena in s tem oploditvene sposobnosti ter 
povečanja uspešnosti postopkov OBMP. Zaradi širokega nabora različnih antioksidantov, ki so 
prosto dostopni na trgu, so naše ugotovitve glede učinkovitosti preizkušanega pripravka z 
astaksantinom in vitaminom E pomembne tudi z vidika potrošnika, v smislu razmerja med 
stroški in koristjo. 
 
Z našo raziskavo smo razkrili pozitivno povezavo med izpostavljenostjo neugodnim vplivom 
na delovnem mestu in značilnostmi preiskovancev ter morda posledično s spremembami 
kakovosti semena. Nadaljnje raziskave o vplivu izpostavljenosti različnim dejavnikom okolja 
in/ali razmeram na delovnem mestu na moško (ne)plodnost bi zato, po našem mnenju, lahko 
privedle do pomembnih ugotovitev in morebitnih posledičnih preventivnih ukrepov. 
  




1. Comhaire FH. Towards More Objectivity in Diagnosis and Management of Male 
Fertility. Int J Androl. 1987;(7):1-53. 
2. Volger A. Obravnava neplodnega para. V: Vrtačnik Bokal E, Jančar N, ur. IV. 
Spominski sestanek akad. Prof. dr. Lidije Andolšek-Jeras. Sodobne oblike zdravljenja 
neplodnosti; 2007 Nov 30; Ljubljana, Slovenija. Ljubljana: Slovensko društvo za 
reproduktivno medicino; 2007. p. 10.  
3. Boivin J, Bunting L, Collins J, Nygren K. International estimates of infertility 
prevalence and treatment-seeking: potential need and demand for infertility medical 
care. Human Reprod. 2007;22(6):1506-12. 
4. Mascarenhas MN, Flaxman SR, Boerma T, Vanderpoel S, Stevens GA. National, 
regional, and global trends in infertility prevalence since 1990: a systematic analysis of 
277 health surveys. PLoS Med. 2012;9(12):e1001356 
5. Zorn B. Andrologija. Ljubljana: Medicinska fakulteta; 2014. p. 133.  
6. Zorn B, Drobnič S. Neplodnost pri moškem. V: Virant – Klun I, Meden – Vrtovec H, 
Tomaževič T, ur. Od nastanka gamet do rojstva. Radovljica: Didakta; 2007. p. 
104-112. 
7. Gudeloglu A, Brahmbhatt J, Parekattil S. Definitions and Epidemiology of 
Unexplained Male Infertility. V: Schattman GLE, Esteves SC, Agarwal A, ur. 
Unexplained Infertility Pathophysiology, Evaluation and Treatment. New York, 
Springer New York; 2015; XVI; p. 7-12. 
8. Guzick DS, Overstreet JW, Factor-Litvak P, Brazil CK, Nakajima ST, Coutifaris C, 
Carson SA, Cisneros P, Steinkampf MP, Hill JA, Xu D, Vogel DL, National 
Cooperative Reproductive Medicine Network. Sperm morphology, motility, and 
concentration in fertile and infertile men. N Engl J Med. 2001;345(19):1388–1393. 
9. Cooper TG, Noonan E, von Eckardstein S, Auger J, Baker HW, Behre HM, Haugen 
TB, Kruger T, Wang C, Mbizvo MT, Vogelsong KM. World Health Organization 
reference values for human semen characteristics. Hum Reprod Update. 
2010;16(3):231-245. 
10. World Health Organization Department of Reproductive Health and Research. WHO 
laboratory manual for the examination and processing of human semen. 5th ed. 
Geneva: WHO Press, 2010. 
Imamović Kumalić S.                             Vpliv peroralnega jemanja antioksidantov na kakovost semena 
 
 48 
11. Kruger TF, Menkveld R, Stander FS, Lombard CJ, Van der Merwe JP, Van Zyl JA, 
Smith K. Sperm morphologic features as a prognostic factor in vitro fertilization. Fertil 
Steril. 1986;46(6):1118–1123.  
12. Zorn B. Diagnostika moške neplodnosti. V: Vrtačnik Bokal E, Jančar N, ur. IV. 
Spominski sestanek akad. Prof. dr. Lidije Andolšek-Jeras. Sodobne oblike zdravljenja 
neplodnosti; 2007 Nov 30; Ljubljana, Slovenija. Ljubljana: Slovensko društvo za 
reproduktivno medicino; 2007. p.20. 
13. Berger R. The incidence of constitutional chromosome aberrations. J Genet 
Hum. 1975;23:42–9. 
14. Shi Q, Martin RH. Aneuploidy in human sperm: a review of the frequency and 
distribution of aneuploidy, effects of donor age and lifestyle factors. Cytogenet Cell 
Genet. 2000;90(3-4):219–26. 
15. Shi Q, Martin RH. Aneuploidy in human spermatozoa: FISH analysis in men with 
constitutional chromosomal abnormalities, and in infertile men. 
Reproduction. 2001;121(5):655–66.   
16. Tempest HG, Griffin DK. The relationship between male infertility and increased 
levels of sperm disomy. Cytogenet Genome Res. 2004;107(1-2):83–94.  
17. Simoni M. Molecular diagnosis of Y chromosome microdeletions in Europe: state-of-
the-art and quality control. Hum Reprod. 2001;16(3):402–9.   
18. Simoni M, Bakker E, Krausz C. EAA/EMQN best practice guidelines for molecular 
diagnosis of y-chromosomal microdeletions. State of the art 2004. Int J 
Androl. 2004;27(4):240–9. 
19. Virtanen HE, Toppari J. Epidemiology and pathogenesis of cryptorchidism. Hum 
Reprod Update. 2008;14 (1):49–58.  
20. Toppari J, Kaleva M. Maldescensus testis. Horm Res. 1999;51(6):261–269.  
21. Ferlin A, Zuccarello D, Garolla A, Selice R, Foresta C. Hormonal and genetic control 
of testicular descent. Reprod Biomed Online. 2007;15(6):659–665.  
22. Wood HM, Elder JS. Cryptorchidism and testicular cancer: separating fact from fiction. 
J Urol. 2009;181(2):452–461.  
23. Saypol DC. Varicocele. J Androl. 1981;2(2):61–71. 
24. Gorelick JI, Goldstein M. Loss of fertility in men with varicocele. Fertil 
Steril. 1993;59(3):613–616. 
25. Naughton CK, Nangia AK, Agarwal A. Pathophysiology of varicoceles in male 
infertility. Hum Reprod Update. 2001;7(5):473–81.   
Imamović Kumalić S.                             Vpliv peroralnega jemanja antioksidantov na kakovost semena 
 
 49 
26.  Jung A, Schuppe HC. Influence of genital heat stress on semen quality in 
humans. Andrologia. 2007;39(6):203–15.  
27. Dohle GR, Colpi GM, Hargreave TB, Papp GK, Jungwirth A, Weidner W, EAU 
Working Group on Male Infertility. EAU guidelines on male infertility. Eur Urol. 
2005;48(5):703–711.  
28. Ombelet W, Bosmans E, Cox A, Janssen M, Mestdagh G, Nijs M. In search for the 
general population’s semen profile: the study of sperm parameters in partners of 
patients with chronic anovulation. Facts Views Vis ObGyn. 2009;1(1):18–26. 
29. Lotti F, Maggi M. Sexual dysfunction and male infertility. Nat Rev 
Urol. 2018;15(5):287–307. 
30. Hamano I, Hatakeyama S, Ohyama C. Fertility preservation of patients with testicular 
cancer. Reprod Med Biol. 2017;16(3):240–251. 
31. Sansone A, Di Dato C, de Angelis C, Menafra D, Pozza C, Pivonello R, Isidori A, 
Gianfrilli D. Smoke, alcohol and drug addiction and male fertility. Reprod Biol 
Endocrinol. 2018;16:3. 
32. Nargund VH. Effects of psychological stress on male fertility. Nat Rev Urol. 
2015;12(7):373–382. 
33. Piomboni P, Focarelli R, Stendardi A, Ferramosca A, Zara V. The role of mitochondria 
in energy production for human sperm motility. Int J Androl. 2012; 35(2):109–124. 
34. Marchetti P, Ballot C, Jouy N, Thomas P, Marchetti C. Influence of mitochondrial 
membrane potential of spermatozoa on in vitro fertilization outcome. Andrologia. 
2012; 44(2):136–141. 
35. Marchetti C, Obert G, Deffosez A, Formstecher P, Marchetti P. Study of mitochondrial 
membrane potential, reactive oxygen species, DNA fragmentation and cell viability by 
flow cytometry in human sperm. Hum Reprod. 2002;17(5):1257–65.  
36. Zorn B, Golob B, Ihan A, Kopitar A, Kolbezen M. Apoptotic sperm biomarkers and 
their correlation with conventional sperm parameters and male fertility potential. J 
Assist Reprod Genet. 2012;29(4):357–64. 
37. Dinsdale D, Zhuang J, Cohen GM. Redistribution of cytochrome c precedes the 
caspase-dependent formation of ultracondensed mitochondria, with a reduced inner 
membrane potential, in apoptotic monocytes. Am J Pathol. 1999;155(2):607– 618. 
38. Finucane DM, Bossy-Wetzel E, Waterhouse NJ, Cotter TG, Green DR. Bax-induced 
caspase activation and apoptosis via cytochrome c release from mitochondria is 
inhabitable by Bcl-xL. J Biol Chem. 1999;274(4):2225–2233.  
Imamović Kumalić S.                             Vpliv peroralnega jemanja antioksidantov na kakovost semena 
 
 50 
39. Green DR, Reed JC. Mitochondria and apoptosis. Science. 1998;281(5381):1309–
1312.  
40. Jacobson MD, Burne JF, King MP, Miyashrta T, Reed JC, Raff MC. Bcl2 blocks 
apoptosis in cells lacking mitochondrial DNA. Nature. 1993;361(6410):365–369.  
41. Frade JM, Michaelidis TM. Origin of eukaryotic programmed cell death: a 
consequence of aerobic metabolism? Bioessays. 1997;19(9):827–832.  
42. Kroemer G. Mitochondrial implication in apoptosis. Towards an endosymbiont 
hypothesis of apoptotic evolution. Cell Death Differs. 1997;4(6):443–456.  
43. Liu CH, Tsao HM, Cheng TC, Wu HM, Huang CC, Chen CI, Lin DP, Lee MS. DNA 
fragmentation, mitochondrial dysfunction and chromosomal aneuploidy in the 
spermatozoa of oligoasthenoteratozoospermic males. J Assist Reprod Genet. 
2004;21(4):119-26. 
44. Cayli S, Sakkas D, Vigue L, Demir R, Huszar G. Cellular maturity and apoptosis in 
human sperm: creatine kinase, caspase-3 and Bcl-XL levels in mature and diminished 
maturity sperm. Mol Hum Reprod. 2004;10(5):365 – 372. 
45. Weng SL, Taylor SL, Morshedi M, Schuffner A, Duran EH, Beebe S, Oehninger S. 
Caspase activity and apoptotic markers in ejaculated human sperm. Mol Hum Reprod. 
2002;8(11):984–991.  
46. Marchetti C, Gallego MA, Defossez A, Formstecher P, Marchetti P. Staining of human 
sperm with fluorochrome-labeled inhibitor of caspases to detect activated caspases: 
correlation with apoptosis and sperm parameters. Hum Reprod. 2004;19(5):1127–
1134. 
47. Taylor SL, Weng SL, Fox P, Duran EH, Morshedi MS, Oehninger S, Beebe SJ. 
Somatic cell apoptosis markers and pathways in human ejaculated sperm: potential 
utility as indicators of sperm quality. Mol Hum Reprod. 2004;10(11):825–834.  
48. Grunewald S, Said TM, Paasch U, Glander HJ, Agarwal A. Relationship between 
sperm apoptosis signalling and oocyte penetration capacity. Int J Androl. 
2008;31(3):325–330.  
49. Troiano L, Granata AR, Cossarizza A, Kalashnikova G, Bianchi R, Pini G, Tropea F, 
Carani C, Franceschi C. Mitochondrial membrane potential and DNA stainability in 
human sperm cells: a flow cytometry analysis with implications for male infertility. 
Exp Cell Res. 1998;241(2):384–393.  
Imamović Kumalić S.                             Vpliv peroralnega jemanja antioksidantov na kakovost semena 
 
 51 
50. Donnelly ET, O’Connell M, McClure N, Lewis SE. Differences in nuclear DNA 
fragmentation and mitochondrial integrity of semen and prepared human spermatozoa. 
Hum Reprod. 2000;15(7):1552–1561. 
51. Marchetti C, Jouy N, Leroy-Martin B, Defossez A, Formstecher P, Marchetti P. 
Comparison of four fluorochromes for the detection of the inner mitochondrial 
membrane potential in human spermatozoa and their correlation with sperm motility. 
Hum Reprod. 2004; 19(10):2267–2276. 
52. Barroso G, Taylor S, Morshedi M, Manzur F, Gavino F, Oehninger S. Mitochondrial 
membrane potential integrity and plasma membrane translocation of 
phosphatidylserine as early apoptotic markers: a comparison of two different sperm 
subpopulations. Fertil Steril. 2006; 85(1):149–154.  
53. Gallon F, Marchetti C, Jouy N, Marchetti P. The functionality of mitochondria 
differentiates human spermatozoa with high and low fertilizing capability. Fertil Steril. 
2006;86(5):1526–1530.  
54. Kasai T, Ogawa K, Mizuno K, Nagai S, Uchida Y, Ohta S, Fujie M, Suzuki K, Hirata 
S, Hoshi K. Relationship between sperm mitochondrial membrane potential, sperm 
motility, and fertility potential. Asian J Androl. 2002;4(2):97–103.  
55. Wang X, Sharma RK, Sikka SC, Thomas AJ Jr, Falcone T, Agarwal A. Oxidative stress 
is associated with increased apoptosis leading to spermatozoa DNA damage in patients 
with male factor infertility. Fertil Steril. 2003;80(3):531–535.   
56. Zorn B, Golob B, Ihan A, Kopitar A, Kolbezen M. Apoptotic sperm biomarkers and 
their correlation with conventional sperm parameters and male fertility potential. J 
Assist Reprod Genet. 2012;29(4):357–64. 
57. Wang X, Sharma RK, Gupta A, George V, Thomas AJ, Falcone T, Agarwal A. 
Alterations in mitochondrial membrane potential and oxidative stress in infertile men: 
a prospective observational study. Fertil Steril. 2003;80(2):844–850.  
58. Alvarez JG, Sharma RK, Ollero M, Saleh RA, Lopez MC, Thomas AJ, Evenson DP, 
Agarwal A. Increased DNA damage in sperm from leukocytospermic semen samples 
as determined by the sperm chromatin structure assay. Fertil Steril. 2002;78(2): 319–
329.  
59. Barroso G, Morshedi M, Oehninger S. Analysis of DNA fragmentation, plasma 
membrane translocation of phosphati- dylserine and oxidative stress in human 
spermatozoa. Hum Reprod. 2000;15(6):1338–1344.  
Imamović Kumalić S.                             Vpliv peroralnega jemanja antioksidantov na kakovost semena 
 
 52 
60. Henkel R, Kierspel E, Stalf T, Mehnert C, Menkveld R, Tinneberg HR, Schill WB, 
Kruger TF. Effect of reactive oxygen species produced by spermatozoa and leukocytes 
on sperm functions in non-leukocytospermic patients. Fertil Steril. 2005;83(3):635–
642.  
61. Saleh RA, Agarwal A, Nada EA, El-Tonsy MH, Sharma RK, Meyer A, Nelson DR, 
Thomas AJ. Negative effects of increased sperm DNA damage in relation to seminal 
oxidative stress with idiopathic and male factor infertility. Fertil Steril. 2003;79 (Suppl 
3):1597–1605.  
62. Aitken RJ, West K, Buckingham D. Leukocytic infiltration into the human ejaculate 
and its association with semen quality, oxidative stress, and sperm function. J Androl. 
1994;15(4):343–352. 
63. Troiano L, Granata AR, Cossarizza A, Kalashnikova G, Bianchi R, Pini G, Tropea F, 
Carani C, Franceschi C. Mitochondrial membrane potential and DNA stainability in 
human sperm cells: a flow cytometry analysis with implications for male 
infertility. Exp Cell Res. 1998;241(2):384–393. 
64. Donnelly ET, O'Connell M, McClure N, Lewis SE. Differences in nuclear DNA 
fragmentation and mitochondrial integrity of semen and prepared human 
spermatozoa. Hum Reprod. 2000;15(7):1552–1561. 
65. Gravance CG, Garner DL, Baumber J, Ball BA. Assessment of equine sperm 
mitochondrial function using JC-1. Theriogenology. 2000;53(9):1691–1703. 
66. Zamzami N, Metivier D, Kroemer G. Quantitation of mitochondrial transmembrane 
potential in cells and in isolated mitochondria. Methods Enzymol. 2000;322:208–213. 
67. Armstrong JS, Rajasekaran M, Chamulitrat W, Gatti P, Hellstrom WJ, Sikka SC. 
Characterization of reactive oxygen species induced effects on human spermatozoa 
movement and energy metabolism. Free Radic Biol Med. 1999;26(7-8):869–80. 
68. Oehninger S. Strategies fot the infertile man. Semin Reprod Med. 2001;19(3):231–237. 
69. Ozmen B, Koutlaki N, Youssry M, Dietrich K, Al-Hasani S. DNA damage of human 
spermatozoa in assisted reproduction: origins, diagnosis, impacts and safety. Reprod 
Biomed Online. 2007;14(3):384–395. 
70. Sakkas D, Seli E, Bizzaro D, Tarozzi N, Manicardi GC. Abnormal spermatozoa in the 
ejaculate: aborative apoptosis and faulty nuclear remodeling during spermatogenesis. 
Reprod Biomed Online. 2003;7(4):428–432. 
71. Loutardi KE, Tarlatzis BC, Goulis DG, Zepiridis L, Pagou T, Chatziioannou E, 
Grimbizis GF, Papadimas I, Bontis I. The effects of sperm quality on embryo 
Imamović Kumalić S.                             Vpliv peroralnega jemanja antioksidantov na kakovost semena 
 
 53 
development after intracytoplasmic sperm injection. J Assist Reprod Genet. 
2006;23(2):69–74. 
72. Breznik B, Kovacic B, Vlaisavljević V. Are sperm DNA fragmentation, 
hyperactivation, and hyaluronan-binding ability predictive for fertilization and embryo 
development in in vitro fertilization and intracytoplasmic sperm injection? Fertil 
Steril. 2013; 99(5):1233–1241. 
73. Chemes HE, Rawe VY. Sperm pathology: a step beyond descriptive morphology. 
Origin, characterization and fertility potential of abnormal sperm phenotypes in 
infertile men. Hum Reprod Update. 2003;9(5):405–428. 
74. Virro M, Larson-Cook K, Evenson D. Sperm chromatin structure assay (SCSA) 
parameters are related to fertization, blastocyst development, and ongoing pregnancy 
in in vitro fertilization and intracytoplasmic sperm injection cycles. Fertil Steril. 2004; 
81(5):1289–1295. 
75. Daris B, Goropevsek A, Hojnik N,Vlaisavljevic V. Sperm morphological 
abnormalities as inditators of DNA fragmentation and fertilization in ISCI. Arch 
Gynecol Obstet. 2010;281(2):363–367. 
76. Franco JG Jr, Baruffi RL, Mauri AL, Petersen CG, Oliveira JB, Vagnini L. Significance 
of large nuclear vacuoles in human spermatozoa: implications for ICSI. Reprod 
Biomed Online. 2008;17(1):42–45. 
77. Shamsi MB, Imam SN, Dada R. Sperm DNA integrity assays: Diagnostic and 
prognostic challenges and implications in management of infertility. J Assist Reprod 
Genet. 2011;28(11):1073–85. 
78. Malić Vončina S, Golob B, Ihan A, Kopitar AN, Kolbezen M, Zorn B. Sperm DNA 
fragmentation and mitochondrial membrane potential combined are better for 
predicting natural conception than standard sperm parameters. Fertil Steril. 
2016;105(3):637–644. 
79. Santi D, Spaggiari G, Simoni M. Sperm DNA fragmentation index as a promising 
predictive tool for male infertility diagnosis and treatment management – meta-
analyses. Reprod Biomed Online. 2018;37(3):315–326. 
80. Evenson D, Wixon R. Meta-analysis of sperm DNA fragmentation using the sperm 
chromatin structure assay. Reprod Biomed Online. 2006;12(4):466–72. 
Imamović Kumalić S.                             Vpliv peroralnega jemanja antioksidantov na kakovost semena 
 
 54 
81. Giwercman A, Lindstedt L, Larsson M, Bungum M, Spano M, Levine RJ, Rylander L. 
Sperm chromatin structure assay as an independent predictor of fertility in vivo: a case-
control study. Int J Androl. 2010;33(1):221– 227. 
82. Spano M, Bonde JP, Hjollund HI, Kolstad HA, Cordelli E, Leter G. Sperm chromatin 
damage impairs human fertility. The danish first pregnancy planner study team. Fertil 
Steril. 2000;73(1):43–50. 
83. Bungum M, Humaidan P, Axmon A, Spano M, Bungum L, Erenpreiss J, Giwercman 
A. Sperm DNA integrity assessment in prediction of assisted reproduction technology 
outcome. Hum Reprod. 2007;22(1):174–179. 
84. Greco E, Scarselli F, Iacobelli M, Rienzi L, Ubaldi F, Ferrero S, Franco G, Anniballo 
N, Mendoza C, Tesarik J. Efficient treatment of infertility due to sperm DNA damage 
by ICSI with testicular spermatozoa. Hum Reprod. 2005;20(1):226–230.  
85. Greco E, Iacobelli M, Rienzi L, Ubaldi F, Ferrero S, Tesarik J. Reduction of the 
incidence of sperm DNA fragmentation by oral antioxidant treatment. J 
Androl. 2005;26(3):349–353.  
86. Knez K. Vpliv morfologije spermijev na izid postopka neposrednega vnosa spermija v 
citoplazmo jajčne celice (ICSI) v programu zunajtelesne oploditve [Thesis]. Ljubljana: 
K. Knez; 2009. p. 19. 
87. Evenson D, Wixon R. Meta-analysis of sperm DNA fragmentation using the sperm 
chromatin structure assay. Reprod Biomed Online. 2006;12(4):466–72. 
88. Gavrieli Y, Sherman Y, Ben-Sasson SA. Identification of programmed cell death in 
situ via specific labeling of nuclear DNA fragmentation. J Cell Biol. 1992;119(3):493–
501. 
89. Sergerie M, Laforest G, Bujan L, Bissonnette F, Bleau G. Sperm DNA fragmentation: 
threshold value in male fertility. Hum Reprod. 2005;20(12):3446–3451. 
90. Hazout A, Dumont-Hassan M, Junca AM, Cohen Bacrie P, Tesarik J. High-
magnification ICSI overcomes paternal effect resistant to conventional ICSI. Reprod 
Biomed Online. 2006;12(1):19–25. 
91. Ramesh Babu S, Sadhnani MD, Swarna M, Padmavathi P, Reddy PP. Evaluation of 
FSH, LH and testosterone levels in diff erent subgroups of infertile males. Indian J Clin 
Biochem. 2004;19(1):45–9. 
92. Meeker JD, Godfrej-Bailey L, Hauser R. Relationship between serum hormone levels 
and semen quality among men from an infertility clinic. J Androl. 2007;28(3):397–406. 
Imamović Kumalić S.                             Vpliv peroralnega jemanja antioksidantov na kakovost semena 
 
 55 
93. Agarwal A, Sekhon LH. Oxidative stress and antioxidants for idiopathic 
oligoasthenoteratospermia: Is it justified? Indian J Urol. 2011;27(1):74–85. 
94. Comhaire FH, Mahmoud A. The role of food supplements in the treatment of the 
infertile man. Reprod Biomed Online. 2003;7(4):385–91. 
95. Fraczek M, Kurpisz M. The redox system in human semen and peroxidative damage 
of spermatozoa. Postepy Hig Med Dosw (Online). 2005;59:523–534. 
96. Iwasaki A, Gagnon C. Formation of reactive oxygen species in spermatozoa of infertile 
patients. Fertil Steril. 1992;57(2):409–16.   
97. Zini A, de Lamirande E, Gagnon C. Reactive oxygen species in semen of infertile 
patients: levels of superoxide dismutase- and catalase-like activities in seminal plasma 
and spermatozoa. Int J Androl. 1993;16(3):183–8.   
98. Irvine DS, Twigg JP, Gordon EL, Fulton N, Milne PA, Aitken RJ. DNA integrity in 
human spermatozoa: relationships with semen quality. J Androl. 2000;21(1):33–44.   
99. Barroso G, Morshedi M, Oehninger S. Analysis of DNA fragmentation, plasma 
membrane translocation of phosphatidylserine and oxidative stress in human 
spermatozoa. Hum Reprod. 2000;15(6):1338–44.   
100. Saleh RA, Agarwal A, Sharma RK, Said TM, Sikka SC, Thomas AJ Jr. Evaluation of 
nuclear DNA damage in spermatozoa from infertile men with varicocele. Fertil Steril. 
2003;80(6):1431–6.  
101. Alvarez JG, Touchstone JC, Blasco L, Storey BT. Spontaneous lipid peroxidation and 
production of hydrogen peroxide and superoxide in human spermatozoa. Superoxide 
dismutase as major enzyme protectant against oxygen toxicity. J Androl. 
1987;8(5):338–48. 
102. Saleh RA, Agarwal A. Oxidative stress and male infertility: from research bench to 
clinical practice. J Androl. 2002;23(6):737–752. 
103. Zini A, San Gabriel M, Baazeem A. Antioxidants and sperm DNA damage: a clinical 
perspective. J Assist Reprod Genet. 2009;26(8):427–32. 
104. Benedetti S, Tagliamonte MC, Catalani S, Primiterra M, Canestrari F, De Stefani S, 
Palini S, Bulletti C. Differences in blood and semen oxidative status in fertile and 
infertile men, and their relationship with sperm quality. Reprod Biomed Online. 
2012;25(3):300–6. 
105. Roychoudhury S, Sharma R, Sikka S, Agarwal A. Diagnostic application of total 
antioxidant capacity in seminal plasma to assess oxidative stress in male factor 
infertility. J Assist Reprod Genet. 2016;33(5):627–635. 
Imamović Kumalić S.                             Vpliv peroralnega jemanja antioksidantov na kakovost semena 
 
 56 
106. Imamovic Kumalic S, Pinter B. Review of clinical trials on effects of oral antioxidants 
on basic semen and other parameters in idiopathic 
oligoasthenoteratozoospermia. Biomed Res Int. 2014;2014:426951. 
107. Tremellen K, Miari G, Froiland D, Thompson J. A randomized control trial examining 
the effect of an antioxidant (Menevit) on pregnancy outcome during IVF-ICSI 
treatment. Aust N Z J Obstet Gynaecol. 2007;47(3):216–21. 
108. Piomboni P, Gambera L, Serafini F, Campanella G, Morgante G, De Leo V. Sperm 
quality improvement after natural anti-oxidant treatment of asthenoteratospermic men 
with leukocytospermia. Asian J Androl. 2008;10(2):201–6. 
109. Safarinejad MR. Efficacy of coenzyme Q10 on semen parameters, sperm function and 
reproductive hormones in infertile men. J Urol. 2009;182(1):237–48. 
110. Safarinejad MR, Safarinejad S. Efficacy of selenium and/or N-acetyl-cysteine for 
improving semen parameters in infertile men: a double-blind, placebo controlled, 
randomized study. J Urol. 2009;181(2):741–51. 
111. Ghanem H, Shaeer O, El-Segini A. Combination clomiphene citrate and antioxidant 
therapy for idiopathic male infertility: a randomized controlled trial. Fertil Steril. 
2010;93(7):2232–5. 
112. Nadjarzadeh A, Sadeghi MR, Amirjannati N, Vafa MR, Motevalian SA, Gohari MR, 
Akhondi MA, Yavari P, Shidfar F. Coenzyme Q10 improves seminal oxidative defense 
but does not affect on semen parameters in idiopathic oligoasthenoteratozoospermia: a 
randomized double-blind, placebo controlled trial. J Endocrinol Invest. 
2011;34(8):e224–8. 
113. Safarinejad MR. Effect of omega-3 polyunsaturated fatty acid supplementation on 
semen profile and enzymatic anti-oxidant capacity of seminal plasma in infertile men 
with idiopathic oligoasthenoteratospermia: a double-blind, placebo-controlled, 
randomised study. Andrologia. 2011;43(1):38–47. 
114. Safarinejad MR. Effect of pentoxifylline on semen parameters, reproductive hormones, 
and seminal plasma antioxidant capacity in men with idiopathic infertility: a 
randomized double-blind placebo-controlled study. Int Urol Nephrol. 2011;43(2):315–
28. 
115. Safarinejad MR, Safarinejad S, Shafiei N, Safarinejad S. Effects of the reduced form 
of coenzyme Q10 (ubiquinol) on semen parameters in men with idiopathic infertility: 
a double-blind, placebo controlled, randomized study. J Urol. 2012;188(2):526–31. 
Imamović Kumalić S.                             Vpliv peroralnega jemanja antioksidantov na kakovost semena 
 
 57 
116. Nadjarzadeh A, Shidfar F, Amirjannati N, Vafa MR, Motevalian SA, Gohari MR, 
Nazeri Kakhki SA, Akhondi MM, Sadeghi MR. Effect of Coenzyme Q10 
supplementation on antioxidant enzymes activity and oxidative stress of seminal 
plasma: A double-blind randomised clinical trial. Andrologia. 2014;46(2):177–83. 
117. Raigani M, Yaghmaei B, Amirjannti N, Lakpour N, Akhondi MM, Zeraati H, 
Hajihosseinal M, Sadeghi MR. The micronutrient supplements, zinc sulphate and folic 
acid, did not ameliorate sperm functional parameters in oligoasthenoteratozoospermic 
men. Andrologia. 2014;46(9):956–62. 
118. Hosseini J, Mardi Mamaghani A, Hosseinifar H, Sadighi Gilani MA, Dadkhah F, 
Sepidarkish M. The influence of ginger (Zingiber officinale) on human sperm quality 
and DNA fragmenta- tion: A double-blind randomized clinical trial. Int J of Reprod 
Biomed. 2016;14(8):533–540.  
119. Yamamoto Y, Aizawa K, Mieno M, Karamatsu M, Hirano Y, Furui K, Miyashita T, 
Yamazaki K, Inakuma T, Sato I, Suganuma H, Iwamoto T. The effects of tomato juice 
on male infertility. Asia Pac J Clin Nutr. 2017;26(1):65–71. 
120. Alizadeh F, Javadi M, Karami AA, Gholaminejad F, Kavianpour M, Haghighian HK. 
Curcumin nanomicelle improves semen parameters, oxidative stress, inflammatory 
biomarkers, and reproductive hormones in infertile men: A randomized clinical trial. 
Phytother Res. 2018;32(3):514–521.  
121. Greco E, Romano S, Iacobelli M, Ferrero S, Baroni E, Minasi MG, Ubaldi F, Rienzi L, 
Tesarik J. ICSI in cases of sperm DNA damage: beneficial effect of oral antioxidant 
treatment. Hum Reprod. 2005;20(9):2590–4. 
122. Song B, He XJ, Jiang HH, Peng YW, Wu H, Cao YX. Compound Xuanju Capsule 
combined with vitamin E improves sperm chromatin integrity. Zhonghua Nan Ke Xue. 
2012;18(12):1105–7. Chinese. 
123. Smits RM, Mackenzie-Proctor R, Yazdani A, Stankiewicz MT, Jordan V, Showell 
MG. Antioxidants for male subfertility. Cochrane Database Syst Rev. 2019;3. 
124. Bozhedomov VA, Lipatova NA, Bozhedomova GE, Rokhlikov IM, Shcherbakova EV, 
Komarina RA. Using L- and acetyl-L-carnintines in combination with clomiphene 
citrate and antioxidant complex for treating idiopathic male infertility: a prospecitive 
randomized trial. Urologia. 2017;(3):22–32. 
125. Raigani M, Yaghmaei B, Amirjannti N, Lakpour N, Akhondi MM, Zeraati H, 
Hajihosseinal M, Sadeghi MR. The micronutrient supplements, zinc sulphate and folic 
Imamović Kumalić S.                             Vpliv peroralnega jemanja antioksidantov na kakovost semena 
 
 58 
acid, did not ameliorate sperm functional parameters in oligoasthenoteratozoospermic 
men. Andrologia. 2014;46(9):956–962.  
126. Steiner A, Hansen K, Diamond MP, Coutifaris C, Cedars M, Legro R, Usadi R, Baker 
V, Coward R, Santoro N, Eisenberg E, Zhang H, A. Reproductive Medicine Network. 
Antioxidants in the treatment of male factor infertility: Results from double blind, 
multi-center, randomized controlled Males, Antioxidants, and Infertility (MOXI) trial. 
V: Abstracts of the 34th Annual Meeting of the European Society of Human 
Reproduction and Embryology; 2018. Human Reproduction, 33 (Supp 1), i30.  
127. Lorenz RT, Cysewski GR. Commercial potential for Haematococcus microalgae as a 
natural source of astaxanthin. Trends Biotechnol. 2000;18(4):160–167.  
128. Agarwal A, Nallella KP, Allamaneni SS, Said TM. Role ofantioxidants in treatment of 
male infertility: an overview of the literature. Reprod Biomed Online. 2004;8:616–27. 
129. Yuan JP, Chen F, Liu X, Li XZ. Carotenoid composition in the green microalga 
Chlorococcum. Food Chem. 2002;76(3):319–325.  
130. Boussiba S, Bing W, Yuan JP, Zarka A, Chen F. Changes in pigment profile in the 
green alga Haematococcus pluvialis exposed to environmental stresses. Biotech Lett. 
1999;21(7):601–604.  
131. Yuan JP, Peng J, Yin K, Wang JH. Potential health-promoting effects of astaxanthin: 
a high-value carotenoid mostly from microalgae. Mol Nutr Food Res. 2011;55(1):150–
65. 
132. Johnson EA, An GH. Astaxanthin from microbial sources. Crit Rev Biotechnol. 
1991;11(4):297–326.  
133. Mortensen A, Skibsted LH, Sampson J, Rice-Evans C, Everett SA. Comparative 
mechanisms and rates of free radical scavenging by carotenoid antioxidants. FEBS 
Lett. 1997;418(1-2):91–97.  
134. Beutner S, Bloedorn B, Frixel S, Hernandez Blanco I, Hoffmann T, Martin HD, Mayer 
B, Noack P, Ruck C, Schmidt M, Schülke I, Sell S, Ernst H, Haremza S, Seybold G, 
Sies H, Stahl W, Walsh R. Quantitative assessment of antioxidant properties of natural 
colorants and phytochemicals: carotenoids, flavonoids, phenols and indigoids. The role 
of b-carotene in antioxidant functions. J Sci Food Agric. 2001;81(6):559–568.  
135. Palozza P, Krinsky NI. Astaxanthin and canthaxanthin are potent antioxidants in a 
membrane model. Arch Biochem Biophys. 1992;297(2):291–295.  
136. Naguib YM. Antioxidant acitivities of astaxanthin and related carotenoids. J Agric 
Food Chem. 2000;48(4):1150–1154.  
Imamović Kumalić S.                             Vpliv peroralnega jemanja antioksidantov na kakovost semena 
 
 59 
137.  Kurashige M, Okimasu E, Inoue M, Utsumi K. Inhibition of oxidative injury of 
biological membranes by astaxanthin. Physiol Chem Phys Med NMR. 1990;22(1):27–
38.  
138.  Shimidzu N, Goto M, Miki W. Carotenoids as singlet oxygen quenchers in marine 
organisms. Fish Sci. 1996;62(1):134–137.  
139.  Guerin M, Huntley ME, Olaizola M. Haematococcus astaxanthin: applications for 
human health and nutrition. Trends Biotechnol. 2003;21(5):210–6. 
140. Comhaire FH, El Garem Y, Mahmoud A, Eertmans F, Schoonjans F. Combined 
conventional/antioxidant "Astaxanthin" treatment for male infertility: a double blind, 
randomized trial. Asian J Androl. 2005;7(3):257–62. 
141. Andrisani A, Donà G, Tibaldi E, Brunati AM, Sabbadin C, Armanini D, Alvisi G, 
Gizzo S, Ambrosini G, Ragazzi E, Bordin L. Astaxanthin improves human sperm 
capacitation by inducing lyn displacement and activation. Mar Drugs. 
2015;13(9):5533–5551. 
142. Dona G, Kozuh I, Brunati AM, Andrisani A, Ambrosini G, Bonanni G, Ragazzi E, 
Armanini D, Clari G, Bordin L. Effect of astaxanthin on human sperm 
capacitation. Mar Drugs. 2013;11(6):1909–1919.   
143. Miki W. Biological functions and activities of animal carotenoids. Pure Appl Chem. 
1991;63(1):141–146.  
144. Farmicom (farmacevtska družba d.o.o., Logatec, Slovenija). Pismo za: prof. dr. Bojana 
Pinter, dr. med., doc. dr. Irma Virant-Klun in Senka Imamović Kumalić, dr. med. 
(Ginekološka klinika, Univerzitetni klinični center Ljubljana). 2013 Dec 19. 
145. Björndahl L, Barratt CLR, Mortimer D, Jouannet P. ‘How to count sperm properly’: 
Checklist for acceptability of studies based on human semen analysis. Hum Reprod. 
2016;31(2):227–232.  
146. Klinika za nuklearno medicino, Univerzitetni klinični center Ljubljana. Orientacijski 
referenčni intervali. Ljubljana; Univerzitetni klinični center Ljubljana; 2017 [cited 
2017 Oct 16]. Available from: https://www.kclj.si/dokumenti/RK-SEZ-
07_SEZNAM_ORIENTACIJSKIH_REFERENCNIH_INTERVALOV_ver32.pdf 
147. Kumar R, Saxena V, Shamsi MB, Venkatesh S, Dada R. Herbo-mineral 
supplementation in men with idiopathic oligoasthenoteratospermia: A double blind 
randomized placebo- controlled trial. Indian J Urol. 2011;27(3):357–362.  
148.  Holstein AF, Schulze W, Davidoff M. Understanding spermatogenesis is a 
prerequisite for treatment. Reprod Biol Endocrinol. 2003;1:107. 
Imamović Kumalić S.                             Vpliv peroralnega jemanja antioksidantov na kakovost semena 
 
 60 
149.  Milutinović Živin A. Histologija moških spolovil – spermatogeneza. V: Zorn B, ur. 
Andrologija. Ljubljana: Medicinska fakulteta; 2013. p. 53–65. 
150. Ener K, Aldemir M, Işık E, Okulu E, Özcan MF, Uğurlu M, Tangal S, Özayar A. The 
impact of vitamin E supplementation on semen parameters and pregnancy rates after 
varicocelectomy: a randomised controlled study. Andrologia. 2016;48(7):829–34.  
151. Abad C, Amengual MJ, Gosálvez J, Coward K, Hannaoui N, Benet J, García-Peiró A, 
Prats J. Effects of oral antioxidant treatment upon the dynamics of human sperm DNA 
fragmentation and subpopulations of sperm with highly degraded DNA. Andrologia. 
2013;45(3):211–6. 
152. Wang YX, Yang SW, Qu CB, Huo HX, Li W, Li JD, Chang XL, Cai GZ. L-carnitine: 
safe and effective for asthenozoospermia. Zhonghua Nan Ke Xue. 2010;16(5):420–2. 
153. Moslemi MK, Tavanbakhsh S. Selenium–vitamin E supplementation in infertile men: 
effects on semen parameters and pregnancy rate. Int J Gen Med. 2011;4:99–104. 
154. Safarinejad MR, Shafiei N, Safarinejad S. A prospective double-blind randomized 
placebo-controlled study of the effect of saffron (Crocussativus Linn.) on semen 
parameters and seminal plasma antioxidant capacity in infertile men with idiopathic 
oligoasthenoteratozoospermia. Phytother Res. 2011;25(4):508–16. 
155. Chen XF, Li Z, Ping P, Dai JC, Zhang FB, Shang XJ. Efficacy of natural vitamin E on 
oligospermia and asthenospermia: a prospective multi-centered randomized controlled 
study of 106 cases. Zhonghua Nan Ke Xue. 2012;18(5):428–31. 
156. Kirsch I. How Expectancies Shape Experience. Washington: American Psychological 
Association; 1999.  
157. Bjørkedal E, Flaten MA. Interaction between expectancies and drug effects: an 
experimental investigation of placebo analgesia with caffeine as an active 
placebo. Psychopharmacology. 2011;215(3):537–48.  
158. Benedetti F. Placebo-Effects: Understanding the Mechanisms in Health and 
Disease. Oxford: Oxford University Press; 2009. 
159. Ahmadi S, Bashiri R, Ghadiri-Anari A, Nadjarzadeh A. Antioxidant supplements and 
semen parameters: An evidence based review. Int J Reprod Biomed. 2016; 14(12):729–
736. 
160. Chen Z, Toth T, Godfrey‐Bailey L, Mercedat N, Schiff I, Hauser R. Seasonal variation 
and age‐related changes in human semen parameters. J Andol. 2003;24(2): 226–31. 
161. Mao H, Feng L, Yang WX. Environmental factors contributed to circannual rhythm of 
semen quality. Chronobiol Int. 2017;34(3):411–425. 
Imamović Kumalić S.                             Vpliv peroralnega jemanja antioksidantov na kakovost semena 
 
 61 
162. Xie M, Utzinger KS, Blickenstorfer K, Leeners B. Diurnal and seasonal changes in 
semen quality of men in subfertile partnerships. Chronobiol Int. 2018;35(10):1375–
1384. 
163. Alshahrani S, Ahmed AF, Gabr AH, Abalhassan M, Ahmad G. The impact of body 
mass index on semen parameters in infertile men. Andrologia. 2016;48(10):1125–
1129. 
164. Wang EY, Huang Y, Du QY, Yao GD, Sun YP. Body mass index effects sperm quality: 
a retrospective study in Northern China. Asian J Androl. 2017;19(2):234–237. 
165. Tang WH, Zhuang XJ, Ma LL, Qiao J, Hong K, Zhao LM, Liu DF, Mao JM, Zhang 
HL, Zhou SJ, Jiang H. Correlation between body mass index and semen quality in male 
infertility patients. Turk J Med Sci. 2015;45(6):1300–5. 
166. Campbell JM, Lane M, Owens JA, Bakos HW. Paternal obesity negatively affects male 
fertility and assisted reproduction outcomes: a systematic review and meta-
analysis. Reprod BioMed Online. 2015;31(5):593–604. 
167. Kelishadi R, Poursafa P, Jamshidi F. Role of environmental chemicals in obesity: a 
systematic review on the current evidence. J Environ Public Health. 
2013;2013:896789. 
168. Lebrethon MC, Aganina A, Fournier M, Gerard A, Parent AS, Bourguignon JP. Effects 
of in vivo and in vitro administration of ghrelin, leptin and neuropeptide mediators on 
pulsatile gonadotrophin-releasing hormone secretion from male rat hypothalamus 
before and after puberty. J Neuroendocrinol. 2007;19(3):181–188.  
169. Grün F, Blumberg B. Perturbed nuclear receptor signaling by environmental obesogens 
as emerging factors in the obesity crisis. Rev Endocr Metab Disord. 2007;8(2):161–71. 
170. Turner JB, Kumar A, Koch CA. The effects of indoor and outdoor temperature on 
metabolic rate and adipose tissue – The Mississippi perspective on the obesity 
epidemic. Rev Endocr Metab Disord. 2016;17(1):61–71.  
171. Besnard P. Lipids and obesity: Also a matter of taste? Rev Endocr Metab Disord. 
2016;17(2):1–12.  
172. Claussnitzer M, Dankel SN, Kim KH, Quon G, Meuleman W, Haugen C, Glunk V, 
Sousa IS, Beaudry JL, Puviindran V, Abdennur NA, Liu J, Svensson PA, Hsu YH, 
Drucker DJ, Mellgren G, Hui CC, Hauner H, Kellis M. FTO obesity variant circuitry 
and adipocyte browning in humans. N Engl J Med. 2015;373(10):895–907. 
Imamović Kumalić S.                             Vpliv peroralnega jemanja antioksidantov na kakovost semena 
 
 62 
173. World Health Organization. WHO laboratory manual for the examination of human 
semen and sperm-cervical mucus interaction. 4th ed. Cambridge: Cambridge 
University Press, 1999. 
174. Zorn B. Andrologija. Ljubljana: Medicinska fakulteta; 2014. p. 121.  
175. Penn HA, Windsperger A, Smith Z, Parekattil SJ, Kuang WW, Kolettis PN, Nangia 
AK. National semen analysis reference range reporting: adherence to the 1999 World 






























8.1 Informacija za preiskovanca 
 
Spoštovani gospod, spoštovana gospa, 
 
številne raziskave kažejo, da ima jemanje antioksidanta astaksantina, ki je prisoten v preparatu 
Astasan, potencialno zdravju koristne učinke za preprečevanje in zdravljenje različnih bolezni. 
Najbolj značilni načini delovanja astaksantina so poleg antioksidativnega še antikancerogeno, 
antidiabetično in protivnetno delovanje. 
 
V naši prospektivni randomizirani dvojno slepi raziskavi želimo preučiti, ali jemanje 
antioksidantov vpliva na kakovost semenčic. V ta namen bomo pri preiskovancih z 
diagnosticirano oligoasteno(terato)zoospermijo (OA ± T), ki se bodo odločili za sodelovanje v 
raziskavi in bodo po izpolnjeni anketi o življenjskih navadah in razvadah ustrezali 
vključitvenim kriterijem, opazovali spremembe v kakovosti semenčic ob jemanju Astasana v 
primerjavi s tistimi, ki bodo jemali placebo. Raziskava bo trajala vsaj tri mesece. 
 
Spremembe v kakovosti semenčic bomo ugotavljali iz vzorcev krvi in semena, ki jih bomo 
odvzeli na začetku in tudi ob zaključku raziskave. Pred vstopom v raziskavo in ob zaključku 
bodo vsi preiskovanci izpolnili anketo o življenjskih navadah in razvadah.  
 
Raziskavo je odobrila Komisija RS za medicinsko etiko. 
 
Do sedaj je bila v svetu narejena le ena manjša podobna raziskava, zato bodo rezultati 
pomembno osvetlili vpliv jemanja antioksidantov na kakovost semenčic. Če ste se odločili za 
sodelovanje v naši raziskavi vas prosimo, da podpišete obrazec “Zavestna in svobodna 





                                                                                 Senka Imamović Kumalić, dr. med. 





V primeru kakršnekoli nejasnosti ali potrebe po dodatnih informacijah lahko pokličete na tel.:  
 
040 614 904, Senka Imamović Kumalić, dr. med. 
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8.2 Zavestna in svobodna privolitev preiskovanca 
 
Vpliv peroralnega jemanja astaksantina na kakovosti semena, oploditev in razvoj 
zarodkov v postopku zunajtelesne oploditve 
 
Danes mi je spodaj omenjena zdravnica/zdravnik v pogovoru in v pisni obliki razložil-a pomen 
klinične raziskave o vplivu antioksidantov na kakovost semenčic.  
 
Seznanjen sem, da gre za prospektivno randomizirano dvojno slepo raziskavo s placebom. 
Preden bom začel jemati bodisi antioksidant Astasan (astaksantin in vitamin E) bodisi placebo 
bom izpolnil anketo o življenjskih navadah in razvadah, vzeli mi bodo kri za določitev hormona 
FSH in dal bom vzorec semena za določitev spermiograma, fragmentacije DNK in 
mitohondrijskega membranskega potenciala semenčic. Po treh mesecih bom ponovno izpolnil 
anketo o življenjskih navadah in razvadah, ponovno mi bodo preiskali kri in seme za 
ugotavljanje sprememb v kakovosti semenčic.  
 
Obveščen sem, da je to raziskavo odobrila Komisija RS za medicinsko etiko. Seznanjen sem 
tudi s tem, da se lahko v primeru kakršnihkoli težav oglasim na Kliničnem oddelku za 
reprodukcijo na Ginekološki kliniki UKC Ljubljana oz. dobil sem kontakt odgovornih oseb za 
raziskavo. 
 
Razložili so mi, da je moje sodelovanje v raziskavi popolnoma prostovoljno in lahko kadarkoli 
preneham s sodelovanjem brez navajanja razlogov, ne da bi to vplivalo na mojo nadaljnjo 
obravnavo na Ginekološki kliniki. Prav tako so mi zagotovili tajnost podatkov, pridobljenih v 
času raziskave. 
 
Prostovoljno in obveščeno pristajam na sodelovanje v tej raziskavi. Na vsa moja vprašanja sem 
dobil ustrezne odgovore, tako da razumem namen raziskave. Seznanjen sem, da lahko, če želim, 
dobim obrazložitev rezultatov raziskave.  
 
 
Ime in priimek preiskovanca: _________________________________ 
 




Ime in priimek zdravnice/-ka:____________________________ 
 
Podpis zdravnice/-ka:____________________________  
 
Datum vstopa: ____________________,  št. kartona:____________________ 
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8.3 Vprašalnik o življenjskih navadah in razvadah 
VPRAŠALNIK O ŽIVLJENJSKIH NAVADAH IN RAZVADAH 
 
 
Ime, priimek:__________________________         Datum:___________________________ 
 
1. Spol:                      Moški                   Ženska 
 
2. Starost:  _____________________ let 
 
3. Telesna teža: ______ kg,   4. Telesna  višina:_______cm,    5. ITM (pustiti prazno):______ 
 
6. Kajenje:                  NE               DA, št.cigaret/dan ____________ 
 
7. Ali redno jemljete kakšna zdravila? Če da, katera?__________________________ 
 
8. Koliko skodelic kave ste prejšnji teden povprečno spili na dan?________________ 
 
9. Kolikokrat mesečno obiščete savno?_______________ 
 






13. Delo, ki ga opravljate:______________________________________________________ 
 
14. Ali ste nadelovnem mestu izpostavljeni (ustrezno obkrožite) 
• kemikalijam 
• UV sevanju 
• RTG žarkom 
• visokim temperaturam 
• pretežno sedeče delo 
15. Ali ste v zadnjih treh mesecih kadarkoli jemali preparate, ki so vsebovali (ustrezno obkrožite): 
• selen 
• cink 
• vitamin E 
• vitamin C 
• vitamin A 
• astaksantin 
• koencim Q 
• druge antioksidante, navedite katere________________________________________ 
• v omenjenem obdobju nisem jemal/-a nobenih preparatov 
16. Ali se v prostem času več kot 3-krat na teden po več kot 30 min ukvarjate s kakšnim športom? Če 
da, prosimo navedite za kateri šport gre:  
___________________________________________________________________________ 
 
Hvala za vaše sodelovanje! 
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8.4 Navodila in dnevnik jemanja 
 
NAVODILA ZA JEMANJE 
 
Dnevno zaužijete 4 kapsule, vse 4 hkrati, 1 x na dan, kadarkoli v dnevu. 
 
V primeru pozabljene kapusle, le to vzamete takoj, ko lahko, tudi če to pomeni, da boste tisti 
dan vzeli več kot 4 kapusle.  
 
Prosimo vas, da v tabelo jemanja označite morebitne pozabljene zaužite kapsule. 
 
Če bi pomotoma vzeli več kot 4 kapsule na dan, ne bo neprijetnih stranskih učinkov, ker to ni 
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DATUM S podpisom potrjujem zaužitje 16 mg (4 tbl) Astasana/ 
dan 
Pozabljena kapsula 
- če da, vpišite št. 
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